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Referat:
Die  Herzinsuffizienz  ist  eine  der  häufigsten  chronischen  Erkrankungen  mit  progressivem 
Krankheitsverlauf. Dieser ist verschiedenen Kompensationsmechanismen geschuldet, die zunächst 
zur Verbesserung, über einen längeren Zeitraum hinweg jedoch zur Verschärfung der Symptomatik 
führen. Durch erhöhte Konzentrationen inflammatorischer Zytokine im Rahmen dieser Krankheit 
kommt es unter anderem zu pathologischen Veränderungen in Muskel- als auch Fettgewebe. 
Das kürzlich in der Literatur als PGC-1α reguliert  beschriebene Molekül FNDC5 (Spaltprodukt 
Irisin) wird als Myokin bezeichnet, welches zwischen Muskel- und Fettgewebe vermittelt. Bis dato 
ist jedoch ungeklärt, ob und inwiefern es einen Zusammenhang zwischen einer Herzinsuffizienz, 
erhöhten  Konzentrationen  proinflammatorischer  Zytokine  und  dem  Molekül  FNDC5  in  der 
Skelettmuskulatur gibt. Um diesen Fragestellungen nachzugehen, wurde in der vorliegenden Arbeit 
zum einen  durch  LAD-Ligatur  in  Ratten  eine  Herzinsuffizienz  induziert,  um die  systemischen 
Verhältnisse dieser Erkrankung im Tiermodell bestmöglich nachzuempfinden. Zum anderen wurden 
Mäuse mit TNF-α oder Ang II behandelt und C2C12-Myotuben mit TNF-α, Ang II sowie einer 
Zytokinkombination inkubiert, um den Einfluss der Zytokine bzw. des Hormons auf die FNDC5-
Expression zu untersuchen. Anschließend wurden die Expression von FNDC5 auf mRNA- und 
Proteinebene  sowie  die  Expression  der  PGC-1α-mRNA in  Skelettmuskelbiopsien  bestimmt.  Es 
konnte  nachgewiesen  werden,  dass  eine  Herzinsuffizienz  sowie  der  Einfluss  inflammatorischer 
Zytokine zur signifikanten Expressionsverminderung von FNDC5 führt. Ang II hingegen bewirkte 
nicht in allen Versuchen eine deutliche Reduktion der FNDC5-Expression.
Außerdem wurde gezeigt, dass die Signaltransduktionswege über p38 und p42/44 MAPK nicht für 
die Wirkung der Zytokinkombination auf die FNDC5-Expression verantwortlich sind.
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liquid chromatography)
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1. Einleitung
Dass  gezielte  körperliche  Aktivität  positive  Auswirkungen  auf  verschiedene  Organsysteme  und 
damit auf die Gesundheit hat, ist den Ärzten seit sehr langer Zeit bekannt und von einigen auch 
schriftlich dokumentiert.  Beispielhaft  genannt sei an dieser Stelle der im 4. Jahrhundert  v.  Chr. 
geborene Arzt Diokles von Karystos. In seinem Werk "Über die gesunde Lebensweise" lesen wir: 
"Es ist zweckmäßig, dass der junge Mann ungefähr zehn, im Sommer ungefähr fünf Stadien (laut  
Verfasser entspricht dies ca. 1900 bzw. 900 m) läuft, der ältere aber sowohl im Sommer als auch im  
Winter weniger." [Kollesch, J. und Nickel, D. 1979]. Mindestens 2500 Jahre liegt diese Erkenntnis 
zum  gesundheitsfördernden  Einfluss  regelmäßigen  Trainings  zurück,  doch  über  welche 
Mechanismen die positiven Effekte im Körper umgesetzt werden, blieb bis in unsere Zeit hinein ein 
Rätsel.
Im  Jahr  2011  beschrieben  Xu  und  Mitarbeiter einen  "browning  effect"  infolge  körperlicher 
Bewegung.  Weißes  Fettgewebe  (WAT)  wird  zu  einem gewissen  Anteil  in  braunes  Fettgewebe 
(BAT) umgewandelt  und der höhere Anteil  an BAT steht in direktem Zusammenhang mit einer 
verstärkten Widerstandsfähigkeit gegenüber Stoffwechselkrankheiten [Xu, X. et al. 2011]. Darüber 
hinaus war bekannt, dass bei Patienten mit einer Adipositas der relative Anteil von BAT markant 
verringert  ist  [Ravussin,  E.;  Galgani,  J.E.  2011].  Diese  ersten  messbaren  Veränderungen  beim 
Menschen und bei Nagern reichten aber noch nicht aus, um den molekularen Mechanismen auf die 
Spur zu kommen.
Im Jahr 2012 änderte  sich diese Situation schlagartig.  Boström et al.  [Boström, P.  et  al.  2012] 
gelang der experimentelle Nachweis eines Myokins, das die molekularen Mechanismen der oben 
genannten  positiven  Effekte  der  Bewegung  auf  die  Veränderungen  im Fettgewebe  verständlich 
werden lässt.
1.1. FNDC5 – fibronectin type III domain containing 5
1.1.1. Struktur, Regulation und Funktion
Im  Januar  2012  beschrieben  Boström  und  Kollegen  erstmals  ein  durch  PGC-1α  (Peroxisome 
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proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) reguliertes Molekül FNDC5 (fibronectin 
type III domain containing 5), welches in aktivem Muskelgewebe exprimiert  wird [Boström, P. 
et al. 2012]. PGC-1α ist ein Transkriptions-Koaktivator, der in aktiven Skelettmuskelzellen deutlich 
erhöht vorliegt und eine tragende Rolle im Energiestoffwechsel hat [Spiegelman, B.M. 2007]. PGC-
1α stimuliert  im  Muskelgewebe  die  Biogenese  der  Mitochondrien,  die  Angiogenese  und  eine 
Verschiebung der Muskelfasertypen [Kang, C. und Li Ji, L. 2012]. Zudem fand man heraus, dass 
Mäuse mit transgen erhöhter PGC-1α–Expression eine Resistenz gegenüber Diabetes mellitus und 
altersbedingter  Adipositas  aufweisen  [Wenz,  T.  et  al.  2009]. PGC-1α scheint  demnach  einen 
Einfluss auf den Energiehaushalt zu haben. Um die naheliegende Vermutung über die Beteiligung 
des Fettgewebes innerhalb dieses Wirkungsmechanismus zu überprüfen, untersuchten Boström und 
Kollegen dieses in PGC1-α-transgenen Mäusen und konnten im inguinalen subkutanen Fett erhöhte 
mRNA-Werte von UCP-1 (uncoupling protein 1) und Cidea (cell death activator) nachweisen – 
zwei für braunes Fettgewebe typische Moleküle [Boström, P. et al. 2012]. Wie bereits erwähnt, ist  
es  jedoch  nicht  PGC-1α selbst,  was  diese  Effekte  im  Fettgewebe  bewirkt.  Es  stimuliert  im 
Muskelgewebe  die  Synthese  von  Molekülen,  die  in  Adipozyten  thermogenetische  Programme 
auslösen. Dazu gehören, neben dem in dieser Arbeit untersuchten FNDC5, z.B.: IL-15 (Interleukin 
15), VEGF-β (vascular endothelial growth factor β), TIMP-4 (Tissue inhibitor of metalloproteinases 
4), Lrg-1 (Leucin-rich alpha-2-glycoprotein 1), deren verstärkte Expression in trainierten Mäusen 
und auch Menschen gezeigt werden konnte [Boström, P. et al. 2012].
Das vor allem in chronisch aktiven Myozyten produzierte FNDC5 ist ein Typ I-Transmembran-
protein und aus zwei Fibronektin-Domänen, einer hydrophoben Domäne und einem Signalpeptid 
aufgebaut. Von diesem Protein wird ein Polypeptid – Irisin (nach der griechischen Götterbotin Iris  
benannt) – abgespaltet und nach Entfernung des Signalpeptids und Glykosylierung in die Blutbahn 
freigesetzt. Irisin bewirkt im weißen Fettgewebe Stoffwechselveränderungen, die charakteristisch 
für braunes Fettgewebe sind (siehe Abb. 1).
Der  Muskel  kann daher  als  endokrines  Organ betrachtet  werden,  das  durch  Sekretion  diverser 
Myokine mit anderen Geweben kommuniziert und dadurch einige Effekte körperlicher Bewegung 
erklärbar macht [Pedersen, B.K. 2012].
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Abbildung 1: Schema über Entstehung und Wirkung des Myokins Irisin
1. Einleitung
Vergleichende Untersuchungen ergaben, dass Irisin bei Mäusen und Menschen zu 100 % identisch 
ist [Boström, P. et al. 2012]. Deshalb vermutet man eine stark konservierte Funktion des Moleküls. 
Eine Annahme, die es aber noch zu beweisen gilt.
In  In-vitro-Versuchen konnte  gezeigt  werden,  dass  die  Behandlung von weißen Adipozyten  im 
Differenzierungsprozess  mit  20  nM FNDC5 eine  7-fache  Steigerung  der  UCP-1-Konzentration 
bewirkte sowie den Sauerstoffverbrauch deutlich erhöhte (100 %) [Boström, P. et al. 2012].  Der 
überwiegende Teil  der  Zellatmung war dabei  entkoppelt  und zudem  wiesen die  Fettzellen  eine 
deutlich  höhere  Mitochondriendichte  auf.  Zusätzlich  untersuchten  Boström  und  Kollegen  die 
Auswirkungen erhöhter Expression von FNDC5 durch den Gebrauch adenoviraler Vektoren.  Im 
Plasma  zeigte  sich  eine  3-  bis  4-fache  Steigerung  der  Irisin-Level  und  10  Tage  nach  der 
Vektoreninjektion konnte 13-fach mehr UCP-1-mRNA im subkutanen Fettgewebe nachgewiesen 
werden.  Zudem konnte  eine  deutliche  Zunahme  UCP-1-positiver  und  multilokulärer  Fettzellen 
festgestellt werden [Boström, P. et al. 2012]. 
Die  Expression  von  PGC-1α  wird  in  Muskelzellen  nach  körperlicher  Betätigung  hochreguliert 
[Russell, A.P. et al. 2003]. Demzufolge müssten auch FNDC5 sowie Irisin bei physischer Aktivität 
in erhöhten Konzentrationen vorkommen. Um dies zu prüfen, untersuchte das Team um Boström 
mittels  einer  qPCR  (quantitative  real  time  polymerase  chain  reaction)  die  mRNA-Expression 
verschiedener Gene in Myozyten von trainierten (3 Wochen Laufrad-Training) und untrainierten 
Mäusen. Es zeigte sich wie erwartet eine signifikante Steigerung für PGC-1α und ebenfalls für 
FNDC5 bei den trainierten Mäusen [Boström, P. et al. 2012]. Zusätzlich wurden Blutproben dieser 
Kohorte untersucht, wobei in trainierten Mäusen eine 65% erhöhte Irisinkonzentration bestimmt 
wurde [Boström, P. et al. 2012]. Bei Menschen gelang es, eine 2-fache Steigerung der Irisin-Level 
nach 10 Wochen Ausdauertraining  nachzuweisen.  Diese  Resultate  konnten  jedoch von anderen 
Autoren nicht bestätigt werden [Huh, J.Y. et al. 2012; Fain, J.N. et al. 2013].
In einer Studie von Huh und Kollegen, in der u.a. zirkulierendes Irisin bei Menschen vor und nach 
Ausdauertraining  gemessen  wurde,  konnte  keine  gesteigerte  Irisin-Expression  nach  8  Wochen 
Training gezeigt werden. Einzig starke körperliche Aktivität (Kurzstrecken-Sprint) und damit ein-
hergehende Abnahme der ATP-Reserven erhöhte die Irisin-Konzentration [Huh, J.Y. et al. 2012]. 
Des Weiteren erschien kürzlich ein Artikel von Fain und Mitarbeitern, in dem die Expression von 
FNDC5 in  Skelettmuskeln  von  Schweinen  unter  dem Einfluss  von  Ausdauertraining  gemessen 
wurde.  Diesen  Versuchen  zufolge  bewirkte  körperliche  Aktivität  keine  Erhöhung  der  FNDC5-
12
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Expression in Schweinen [Fain, J.N. et al.  2013]. Die Ergebnisse dieser beiden Studien machen 
deutlich,  dass  der  Effekt  von  körperlichem  Training  noch  umstritten  ist  und  der  weiteren 
experimentellen Erforschung bedarf.
All  diese  Ergebnisse  bestätigen  jedoch  den  Zusammenhang  zwischen  FNDC5-Expression,  der 
Menge  an  zirkulierendem  Irisin  und  dem  Auftreten  von  einem  für  braunes  Fettgewebe 
charakteristischen Enzym – UCP-1. Boström und Mitarbeiter  zeigten in ihrer  Arbeit,  dass anti-
FNDC5-Antikörper nicht nur FNDC5, sondern auch Irisin erkennen und binden [Boström, P. et al.  
2012]. Die Verwendung dieser Antikörper ermöglichte ihnen zu zeigen, welchen Anteil Irisin an 
besagten  Stoffwechselveränderungen  trägt.  Im  Vergleich  zur  Kontrolle  zeigte  sich  eine  stark 
verminderte Expression von UCP-1 und Cidea in den Adipozyten, die in vitro mit Muskelzellen 
(mit starker PGC-1α-Expression) inkubiert wurden. Letztgenannte erfuhren vorher eine Behandlung 
mit anti-FNDC5-Antikörper [Boström, P. et al. 2012].
Dies ließ Boström und Kollegen darauf schließen, dass Irisin eine entscheidende Rolle in dieser 
Signalkette spielt. Trotzdem kann man die Beteiligung anderer Moleküle an dem Zusammenspiel 
zwischen Muskel-und Fettgewebe nicht mit Sicherheit ausschließen.
1.1.2. FNDC5 – auch ein Adipokin?
Seit der erstmaligen Beschreibung des PGC-1α–abhängigen Proteins FNDC5 durch Boström und 
Kollegen  Anfang  2012  als  Mediator  zwischen  Muskel–und  Fettgewebe  gibt  es  noch  immer 
zahlreiche  Wissenslücken  bezüglich  Vorkommen  und  Funktion  dieses  neuen  Moleküls.  So 
beschäftigten  sich  Roca-Rivada  und  Mitarbeiter  mit  FNDC5/Irisin  und  deren  Expression  im 
Fettgewebe.  Die  Ergebnisse  dieser  Studie  wurden  im  April  2013  veröffentlicht  und  werden 
nachfolgend kurz dargestellt. Basierend auf diesen Versuchen wird FNDC5 nicht nur in Myozyten, 
sondern ebenso, wenn auch in geringerem Maße, in Adipozyten exprimiert.  Irisin wird folglich 
auch  aus  dem  Fettgewebe  sezerniert  und  ergänzt  (unter  anderem)  die  zum  Großteil  von 
Muskelgewebe  produzierte  Menge  zirkulierenden  Irisins  (72  %).  Sie  konnten  zeigen,  dass 
hauptsächlich reife Fettzellen des subkutanen Fettgewebes FNDC5/Irisin produzieren.
Im viszeralen und subkutanen Fettgewebe steigt die Sekretion von Irisin bereits nach einer Woche 
physischer  Aktivität  stark  an  (viszerales  Fett  36  %;  subkutanes  Fett  46  %),  wohingegen  eine 
gesteigerte  Sekretion  aus  dem Muskel  (bei  Roca-Rivada  et  al.  Musculus  soleus  und Musculus 
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gastrocnemius)  erst  nach  3  Wochen  signifikant  zu  verzeichnen  ist.  Jedoch  zeigte  sich  nach  3 
Wochen Training eine deutliche Abnahme der FNDC5-Expression in den Adipozyten. Ebenso nahm 
die  Sekretion  von Irisin  im Fettgewebe während einer  Nahrungskarenz  von 36 h  ab.  Zugleich 
konnten jedoch unter diesen Umständen signifikant erhöhte Irisin-Level im Plasma nachgewiesen 
werden, woraus man schlussfolgern kann,  dass  eine längere Karenz die  FNDC5-Expression im 
Muskel stimuliert. Außerdem untersuchten sie das Expressionsmuster im Fettgewebe von Mäusen, 
die unter ernährungsbedingter Fettleibigkeit litten, und konnten zeigen, dass diese deutlich mehr 
Irisin sezernieren. Diese Ergebnisse deuten auf eine Abhängigkeit der FNDC5/Irisin-Expression im 
Fettgewebe vom Ernährungszustand, krankhaften Erscheinungen (wie z.B. Adipositas) und vom 
Grad physischer Aktivität  hin.  Aus diesen Gründen vermuten Roca-Rivada und Mitarbeiter  das 
Vorhandensein eines Feedback-Mechanismus, nach dem das Fettgewebe auf bisher unbekannte Art 
und  Weise  empfindlich  auf  die  Plasmakonzentrationen  von  FNDC5/Irisin  reagiert  und  deren 
Expression nachfolgend reguliert [Roca-Rivada, A. et al. 2013].
1.2. Herzinsuffizienz
1.2.1. Definition
Bei der Herzinsuffizienz handelt es sich um ein sehr häufig auftretendes, komplexes und progressiv 
verlaufendes Syndrom, das durch zahlreiche kardiale Erkrankungen ausgelöst  werden kann und 
schlussendlich zu einer gestörten Ventrikelfunktion führt.
Pathophysiologisch  wird  die  Herzinsuffizienz  als  Unfähigkeit  des  Herzens  beschrieben,  die 
peripheren Organe mit ausreichend Blut und damit Sauerstoff zu versorgen, um deren Stoffwechsel 
in Ruhe und unter Belastung zu gewährleisten.
Klinischen Gesichtspunkten zufolge liegt eine Herzinsuffizienz vor, wenn bestimmte Symptome 
(z.B.  Dyspnoe,  Müdigkeit  und  Schwäche)  und  Zeichen  (z.B.  hepatojugulärer  Reflux,  Ödeme, 
Lungenstauung) auftreten [McMurray, J. J. V. et al. 2012].
Die häufigste Ursache für die Entstehung einer Herzinsuffizienz ist mit 60 % - 70 % die koronare  
Herzerkrankung (z.B. Myokardinfarkt, chronische Ischämie) [Hess, O.M. 2003]. Mit abnehmender 
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Häufigkeit  können  arterielle  Hypertonie,  Kardiomyopathien  (dilatative,  obstruktive,  restriktive 
Formen),  valvuläre  Erkrankungen,  Arrhythmien  und  Perikarderkrankungen  zu  einer  gestörten 
Ventrikelfunktion und damit zur Herzinsuffizienz führen.
Die  Einteilung  in  akute  und  chronische  Herzinsuffizienz  bezieht  sich  auf  den  Zeitraum  des 
Auftretens der Symptome. Bei der akuten Form kommt es innerhalb von Stunden bis Tagen zu 
kardial bedingten Symptomen wie z.B. Atemnot. Die chronische Herzinsuffizienz entwickelt sich 
über Monate hinweg als Folge einer zugrunde liegenden Herzerkrankung.
Der Entstehungsmechanismus dieses  Syndroms ist  sehr  vielschichtig  und kann folgendermaßen 
vereinfacht beschrieben werden. Zu Beginn der Pathogenese steht eine Schädigung des Myokards 
beispielsweise  durch  Druck-  bzw.  Volumenbelastung  oder  Gewebeverlust  [Packer,  M.  1992; 
Francis, G.S. 2001]. Infolgedessen kommt es zu Gegenregulationsmechanismen, um die gestörte 
Funktion  des  Herzens  auszugleichen.  Die  Myozytenschädigung  löst  eine  Hypertrophie  nicht 
betroffener  Muskelzellen  aus,  die  durch  Verdichtung  von  kontraktilen  Elementen  vorerst  zur 
Erhöhung der Kontraktionskraft führt [Hoppe, U.C. und Erdmann, E. 2011]. Gleichzeitig nimmt die 
Wanddicke der Herzkammer zu, wodurch die Wandspannung abnimmt. Ist das Herz von Druck-
oder Volumenbelastung betroffen, kommt es zu einem verstärkten Einbau von Kollagenfasern (vor 
allem Kollagen-Typ  I  und  III)  [Hoppe,  U.C.  und  Erdmann,  E.  2011].  Dadurch  und  durch  die 
zusätzlich erhöhte Quervernetzung dieser Fasern verliert der Herzmuskel an Elastizität. Es entsteht 
eine  Ventrikeldilatation  und  damit  eine  Steigerung  der  Wandspannung.  Wenn  die 
Hypertrophiereaktion diese Wandspannungserhöhung nicht mehr kompensieren kann, kommt es zu 
einer  systolischen  Funktionsstörung  der  linken  Kammer  und  dadurch  zur  Minderperfusion  der 
Organe.
Diese Unterversorgung der Peripherie mit Blut führt zu weiteren kompensatorischen Mechanismen. 
Die Ventrikelfunktionsstörung wird von einer Aktivierung neurohumoraler Systeme begleitet. Diese 
äußert  sich in  gesteigerter  Aktivität  des  sympathischen Nervensystems,  des  Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems  (RAAS)  sowie  verstärkter  Produktion  und  Ausschüttung  von  Vasopressin, 
natriuretischen  Peptiden,  Zytokinen  (z.B.  Tumornekrosefaktor,  Interleukine)  und  Endothelin 
[Hoppe,  U.C.  und Erdmann,  E.  2011]. Jeder  dieser  Mechanismen  trägt  zunächst  dazu bei,  die 
Versorgung der Organe zu sichern. Über einen längeren Zeitraum jedoch führen sie zum weiteren 
Fortschreiten  der  bestehenden  Symptomatik. Die  verschiedenen  Mechanismen  aktivieren  sich 
gegenseitig und münden in einen circulus vitiosus. Dadurch wird ersichtlich, dass es sich bei der 
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chronischen Herzinsuffizienz um ein progressiv verlaufendes Krankheitsbild handelt.
Die Herzinsuffizienz ist eine weitverbreitete Erkrankung, die eine stark altersabhängige Inzidenz 
und Prävalenz aufweist. Weniger als 1 % der bis 50-Jährigen ist von Herzinsuffizienz betroffen, 
wohingegen es im Alter von über 80 Jahren fast 10 % sind [Hoppe, U.C. und Erdmann, E. 2011]. 
Die  Inzidenz  ist  in  den  vergangenen  Jahren  weitestgehend  konstant  geblieben  und  wird  in 
westlichen Nationen auf 1 - 4/1000 geschätzt [Hoppe, U.C. und Erdmann, E. 2011]. Der Inzidenz-
gipfel liegt zwischen dem 70. und 80. Lebensjahr. Durch die stetig steigende Lebenserwartung und 
verbesserte  Versorgung  (Diagnostik,  Therapie)  von  Patienten  mit  z.B.  Myokardinfarkt  wird 
allerdings in Zukunft eine Zunahme der Neuerkrankungen erwartet.
Die Herzinsuffizienz zählt zu einer der häufigsten Todesursachen (für Frauen an zweiter und für 
Männer  an  vierter  Stelle).  Zudem  wurde  sie  im  Jahr  2006  als  häufigste  Hauptdiagnose  bei 
vollstationären Krankenhausaufenthalten in Deutschland dokumentiert [Neumann, T. et al. 2009].
1.2.2. Beeinträchtigung der Skelettmuskulatur im Rahmen einer Herzinsuffizienz
Chronische Erkrankungen wie z.B. COPD (chronisch obstruktive Lungenerkrankung) sind häufig 
mit Muskelschwäche und Muskelatrophie verbunden [Haehling, S.v. et al. 2013]. Ebenso zeigen 
viele  Herzinsuffizienz-Patienten  eine  deutliche  Bewegungsintoleranz  und  klagen  über  schnelle 
Ermüdung der Muskulatur [Okita, K. et al. 2013]. Mit zunehmender Progression der Erkrankung 
kommt es meist auch zur verstärkten Einschränkung jeglicher körperlicher Aktivität. 
Es  ist  ein  komplexes  Zusammenspiel  verschiedener  Mechanismen  und  Systeme,  das  zur 
Skelettmuskel-Dysfunktion  führt.  Lange  Zeit  vermutete  man,  dass  die  Minderperfusion  der 
Peripherie,  infolge  der  eingeschränkten  Herzleistung,  entscheidend  zur  Limitation  der 
Belastungsfähigkeit  beiträgt.  1984 gelang es Wilson und Kollegen diese Theorie zu widerlegen 
[Wilson, J.R. et al. 1984]. Um eine stärkere Herzleistung zu simulieren, wurde einer Gruppe von 
Herzinsuffizienz-Patienten  Dobutamin  (synthetisches  Katecholamin)  verabreicht  und  diese  mit 
einer Gruppe ohne Dobutamininfusion während eines Fahrradergometer-Trainings verglichen. Trotz 
verbesserter hämodynamischer  Parameter  und erhöhter Blutversorgung der Skelettmuskeln nach 
Dobutamingabe zeigten diese Patienten weder eine positive Veränderung des Stoffwechsels noch 
der Menge an produziertem Laktat. Zudem konnte keine bessere Sauerstoffaufnahme der Muskel-
zellen nachgewiesen werden [Okita, K. et al. 2013]. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass zu 
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einem Zeitpunkt mit diagnostizierter Herzinsuffizienz Muskelzellen bereits  geschädigt sind. Die 
Minderperfusion der  Skelettmuskulatur,  die  mit  Beginn der  nachlassenden Herzleistung auftritt, 
muss folglich als primäre Schädigung des Gewebes betrachtet werden, die verschiedene strukturelle 
sowie funktionelle Veränderungen nach sich zieht. 
Wie bereits im Kapitel  1.2.1. Definition erwähnt, kommt es zu einer Überaktivierung des RAAS. 
Das dadurch vermehrt im Blut zirkulierende Angiotensin II (Ang II) führt zu erhöhtem oxidativem 
Stress und verminderter Produktion des Insulin-like growth factor 1(IGF-1) [Le Jemtel, T.H. und 
Mancini,  D.M. 2011].  Der  ebenfalls  erhöhte  sympathische Tonus bewirkt  Vasokonstriktion und 
infolgedessen  einen  verminderten  Blutfluss  im  Skelettmuskel.  Verstärktes  Aufkommen  von 
oxidativem Stress, weniger IGF-1 und verminderter Sauerstofftransport fördern den Proteinabbau 
im  Skelettmuskel  sowie  die  lokale  Entzündungsreaktion,  währenddessen  die  Proteinsynthese 
reduziert wird [Le Jemtel, T.H. und Mancini, D.M. 2011].
Zudem tragen auch histologische Veränderungen zur schnellen Ermüdbarkeit der Muskulatur bei. 
Im Gegensatz zu gesunden Individuen findet man in den Skelettmuskeln Herzinsuffizienter eine 
geringere Dichte an Mitochondrien, die außerdem strukturelle Veränderungen und eine verminderte 
Aktivität der Cytochrom-Oxidase sowie weiterer oxidativer Enzyme aufweisen [Piepoli, M.F. 2013; 
Wilson, J.R. und Mancini, D.M. 1993; Drexler, H. und Coats, A.J. 1996]. Darüber hinaus tritt eine 
Verhältnisverschiebung der Muskelfasertypen auf.  Prinzipiell  unterscheidet  man zwei  Arten von 
Muskelfasern  im  Skelettmuskel.  Die  Typ  I-Fasern  zeichnen  sich  durch  eine  hohe 
Mitochondriendichte,  einen  langsamen  ATP-Verbrauch  und  einen  vorwiegend  aeroben 
Metabolismus aus. Dadurch sind sie ermüdungsresistent und wichtig für Ausdauerleistungen [Le 
Jemtel, T.H. und Mancini, D.M. 2011]. Die Typ II-Fasern unterscheidet man in Typ IIa und Typ IIb. 
Fasern  vom Typ  IIb  sind  verantwortlich  für  schnelle,  kurze  und  große  Kraftentwicklung.  Sie 
besitzen  weniger  Mitochondrien,  generieren  Energie  durch  anaeroben  Stoffwechsel  und 
verbrauchen in kürzester Zeit sehr viel ATP. Folglich ermüden sie schnell [Le Jemtel, T.H. und 
Mancini, D.M. 2011]. Typ IIa-Fasern können als Hybrid der zuvor beschriebenen Fasern verstanden 
werden.
Im Rahmen einer Herzinsuffizienz kommt es zur Verschiebung von Typ I- zu Typ IIb-Fasern, was 
eine  schneller  ermüdende  Skelettmuskulatur  zur  Folge  hat.  Außerdem  konnte  eine  negative 
Korrelation  zwischen  dem  Anteil  an  Typ  IIb-Fasern  und  der  maximalen  Sauerstoffaufnahme 
nachgewiesen werden [Le Jemtel, T.H. und Mancini, D.M. 2011].
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Des  Weiteren  tritt  bei  Herzinsuffizienten  häufig  ein  Ungleichgewicht  zwischen  anabolisch  und 
katabolisch  wirkenden  Hormonen  auf.  Die  anabolischen  Hormone  Testosteron,  Dihydroepi-
androsteronsulfat  und IGF-1 liegen häufig in erniedrigten Konzentrationen vor [Okita,  K. et  al. 
2013].  Testosteron stimuliert  die Muskelproteinsynthese und IGF-1 blockiert  unter anderem die 
Caspase-3-Aktivierung,  welche  einen  entscheidenden  Schritt  in  der  Muskelproteindegradation 
darstellt. Dem eingeschränkten Muskelaufbau stehen hohe Kozentrationen katabolisch wirkender 
Moleküle  (z.B.  Ang  II,  Cortisol,  Katecholamine)  entgegen,  wodurch  sich  das  metabolische 
Gleichgewicht hin zum Muskelabbau verschiebt [Okita, K. et al. 2013]. Apoptose und Atrophie des 
Muskelgewebes  werden  außerdem  durch  oxidativen  Stress  forciert.  Reaktive  Sauerstoffspezies 
(ROS)  sowie  freie  Radikale  entstehen  durch  anaeroben  Stoffwechsel,  sympathische  Aktivität, 
proinflammatorische  Zytokine  und  im  Rahmen  der  Atmungskette  in  den  Mitochondrien. Wie 
bereits dargestellt, kommen all diese Umstände bei Patienten mit Herzinsuffizienz vermehrt vor, 
was  folglich  zu  stärkerem oxidativem Stress  und  dadurch  zur  Belastung  der  Muskulatur  führt 
[Okita,  K.  et  al.  2013].  Das  Krankheitsbild  der  Herzinsuffizienz  wird  begleitet  von  einer 
Aktivierung des Immunsystems und systemischer Inflammationsreaktion. In den letzten Jahren hat 
sich  das  Bild  der  Herzinsuffizienz  als  chronische  Krankheit  mit  zunehmendem  Versagen  der 
Pumpleistung  des  Herzens  hin  zum  Verständnis  dieser  Erkrankung  mit  multisystemischer 
Beteiligung entwickelt.  So stellt auch die verstärkte Immunsystemaktivität einen entscheidenden 
Faktor in der Pathophysiologie dar  [Piepoli, M.F. 2013]. Die systemische Inflammationsreaktion 
bewirkt erhöhte Plasmakonzentrationen proinflammatorischer Zytokine wie z.B. TNF-α, IL-1β, IL-
6, MCP 1 und MIP 1. Diese stimulieren beispielsweise das ATP-abhängige Ubiquitin-Proteasom-
System (UPS), welches zum Proteinabbau in den Myozyten beiträgt  [Haehling, S.v. et al. 2013]. 
TNF-α  bewirkt  Muskelschwund  und  zunehmende  Dysfunktion  der  Muskulatur  durch  direkte 
Stimulation  der  Proteindegradation  in  Skelettmuskelzellen  und  Einschränkung  der 
Kontraktionsfähigkeit [Mangner, N. et al. 2013; Adams, V. et al. 2008]. IL-1β hingegen stimuliert 
den Proteinabbau durch verstärkte Expression von Atrogin 1, einem muskelspezifischem F-Box-
Protein  [Gomes,  M.D.  et  al.  2001], und  fördert  die  Produktion  der  induzierbaren  Stickstoff-
monoxid-Synthase (iNOS) [Adams, V. et al. 2002], wodurch verstärkt oxidativer Stress auftreten 
kann [Okita, K. et al. 2013]. Zudem beeinflusst  IL-1β die Calciumpumpe des sarkoplasmatischen 
und endoplasmatischen Retikulums (SERCA) sowie Phospholamban infolge der Herabregulation 
von Genen, welche die  SERCA und Phospholamban regulieren [Okita,  K. et  al.  2013].  Daraus 
resultiert eine Funktionsstörung der Muskulatur, die letztlich zur Belastungsintoleranz beiträgt. 
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TNF-α sowie IL-1β aktivieren intrazellulär den Signalweg, welcher durch den spezifischen Tran-
skriptionsfaktor NF–κB beeinflusst wird [Le Jemtel, T.H. und Mancini, D.M. 2011]. Diese Signal-
kaskade moduliert die inflammatorische Reaktion im Skelettmuskel stimulierend und ist dadurch 
ein weiterer Faktor, der den Muskelabbau beschleunigt. 
Die Aktivierung einer lokalen inflammatorischen Reaktion nach Muskelschädigung bzw. Atrophie 
führt  zur  Stimulation  zahlreicher  zytokinaktivierter  Signalwege,  die  ihrerseits  einen  negativen 
Einfluss  auf  die  Skelettmuskelatrophie  ausüben  und  zusätzlich  die  systemische  Entzündungs-
reaktion  fördern.  Damit  ist  auch  die  Entzündungsreaktion  Teil  des  circulus  vitiosus  dieser 
progressiven Erkrankung.
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Abbildung  2:  Ursachen  der  Skelettmuskel-Dysfunktion  im  Rahmen  einer  chronischen 
Herzinsuffizienz
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Wie bereits beschrieben, ist die Minderperfusion infolge der eingeschränkten Herzleistung nicht die 
Ursache für die Belastungsintoleranz vieler Herzinsuffizienz–Patienten, sondern vielmehr Ursprung 
pathologischer Veränderungen des Muskelgewebes und systemischer Kompensationsmechanismen. 
Die Verbesserung hämodynamischer Parameter zieht demzufolge nicht unbedingt eine Steigerung 
der Belastungsfähigkeit und damit eine Besserung der Lebensqualität der Patienten nach sich. 
Jedoch gelang es bereits in mehreren Studien zu zeigen, dass körperliches Training die Konzen-
tration proinflammatorischer Zytokine (z.B. TNFα, IL-1β, IL-6) im Plasma reduziert, die Dichte der 
Mitochondrien in den Muskelzellen erhöht und die Aktivität oxidativer Enzyme steigert  [Piepoli, 
M.F.  2013  und  Haehling,  S.v.  et  al.  2013].  Dies  führt  zu  verbesserter  Sauerstoffnutzung  und 
größerer oxidativer Kapazität.
1.2.3. Fettgewebsveränderungen bei Herzinsuffizienz-Patienten
Seit einigen Jahren ist bekannt, dass nicht nur das Muskelgewebe, sondern auch das Fettgewebe 
herzinsuffizienter Patienten im Rahmen dieser progressiven Multisystemerkrankung betroffen ist. 
Mit zunehmendem Fortschreiten der Krankheit findet man die Patienten häufig in einem Zustand 
katabolisch dominierten Stoffwechsels  [Khan,  R.S.  et  al.  2012].  Sowohl glykolytische als  auch 
lipolytische Abbauwege sind verstärkt aktiviert, was mit systemischer Inflammation und Insulin-
resistenz assoziiert werden kann [Szabo, T. et al. 2013]. Der Nachweis erhöhter Konzentrationen 
freier Fettsäuren im Plasma und verkleinerter Adipozyten (im Vergleich zu gesunden Probanden) 
bekräftigt diese Erkenntnisse [Khan, R.S. et al. 2012].
Mit Hilfe eines Maus-Modells, bei welchem die Mäuse operativ einer Aortenkonstriktion unter-
zogen wurden und sie daraufhin eine Herzinsuffizienz entwickelten, konnten einige Mechanismen 
und  Zusammenhänge  zwischen  kardialer  Funktionsstörung  und  Fettgewebsinvolvierung  gezeigt 
werden [Shimizu, I. et al. 2013]. Bereits 4–6 Wochen nach dem Eingriff gelang es, deutliche Ver-
änderungen festzustellen,  wie z.B.:  beeinträchtigter Glukosemetabolismus, starke Infiltration vor 
allem von Makrophagen im viszeralen Fett und erhöhte TNF-α und MCP 1–Level [Shimizu, I. et al. 
2013]. Dies weist auf eine lokale Entzündungsreaktion hin, wie sie auch im Skelettmuskel auftritt. 
Wie  in  den  vorhergehenden  Abschnitten  bereits  erläutert,  erhöht  sich  der  sympathische  Tonus 
infolge  der  nachlassenden  Herzleistung  und  infolgedessen  auch  die  Menge  im  Plasma 
zirkulierender  Katecholamine.  Noradrenalin  stimuliert  die  Lipolyse,  wodurch die  Konzentration 
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von Fettsäuren im Plasma ansteigt. In Verbindung mit der hohen lipolytischen Aktivität fand man 
eine stärkere DNA–Schädigung durch reaktive Sauerstoffspezies in den Adipozyten [Shimizu, I. et 
al.  2013].  Ist  das  Fettgewebe hohen  Konzentrationen von zirkulierenden Fettsäuren  ausgesetzt, 
kommt es zur Aktivierung von p53, was durch oxidativen Stress zusätzlich verstärkt wird [Shimizu, 
I. et al. 2013]. Dieses Tumorsuppressorprotein spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung der 
lokalen Inflammation im Fettgewebe. Die daraufhin verstärkt freigesetzten proinflammatorischen 
Zytokine  bewirken  metabolische  Veränderungen  im Fettgewebe.  Um all  diese  Erkenntnisse  zu 
bekräftigen, gelang es, zu zeigen, dass durch Inhibition der sympathischen Aktivität sowohl die 
Lipolyse als auch die lokale Entzündungsreaktion eingeschränkt wurden [Shimizu, I. et al. 2013]. 
Ebenso bewirkte die Gabe eines p53–Inhibitors die Verbesserung des Glukosemetabolismus und der 
kardialen Funktion [Shimizu, I. et al. 2013].
Die Fettgewebsveränderungen sind demnach nicht als bloße Folgeerscheinung im Rahmen einer 
Herzinsuffizienz zu betrachten,  sondern scheinen auch einen Einfluss auf  das  Fortschreiten der 
Symptomatik zu haben.
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2. Fragestellung
Das  Krankheitsbild  der  chronischen  Herzinsuffizienz  ist  wichtiger  Forschungsschwerpunkt  des 
Forschungslabors der Klinik für Innere Medizin / Kardiologie am Herzzentrum Leipzig.  In den 
Studien  der  vergangenen  Jahre  wurde  besonderes  Augenmerk  auf  die  Beeinträchtigung  der 
Skelettmuskulatur, die Endothelfunktion und den Einfluss körperlicher Aktivität im Rahmen dieser 
Erkrankung gelegt. 
Wie in der Einleitung bereits dargestellt, kommt es im Rahmen einer chronischen Herzinsuffizienz 
nicht  nur  zur  nachlassenden  Pumpleistung  des  Herzens,  sondern  unter  anderem  auch  zu 
verschiedenen pathologischen Veränderungen im Muskel- sowie Fettgewebe. Die Vermutung über 
einen  möglichen  Zusammenhang  zwischen  Herzinsuffizienz  und  dem  Anfang  2012  erstmals 
beschriebenen  Myokin  FNDC5  sowie  dessen  Spaltprodukt  Irisin  liegt  nahe,  bedarf  aber  der 
experimentellen Abklärung.
Da  bisher  keine  Daten  zur  FNDC5-Expression  im  Skelettmuskel  herzinsuffizienter  Patienten 
verglichen mit gesunden Kontrollen vorlagen, war es das Ziel der vorliegenden Studie, folgende 
Fragen zu beantworten:
 
(1) Hat die Ausbildung einer Herzinsuffizienz einen Einfluss auf die FNDC5-Expression im 
Skelettmuskel?
(2) Welchen  Einfluss  haben  Angiotensin  II  und/oder  inflammatorische  Zytokine  auf  die 
muskuläre Expression von FNDC5?
(3) Gibt  es  einen  Zusammenhang  zwischen  der  Expression  von  PGC-1α und  der  FNDC5-
Expression im Skelettmuskel?
(4) Über welche intrazelluläre Signalkaskade wird die Expression von FNDC5 reguliert?
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3.1. Tiermodelle
In der vorliegenden Arbeit werden Ergebnisse diskutiert, die zum Großteil aus Tierexperimenten an 
der Maus bzw. an der Ratte gewonnen wurden. 
Für alle nach den entsprechenden Vorschriften der Tierschutzverordnung durchgeführten Versuche 
lag  die  Genehmigung  des  Regierungspräsidiums  Leipzigs  vor (TVV 34/07;  TVV 09/09;  TVV 
23/09).
Während  des  Studienzeitraums  wurden  die  Versuchstiere  in  einer  speziellen  pathogenfreien 
Umgebung  im  Medizinisch-Experimentellen  Zentrum  für  Tierversuche  der  Universität  Leipzig 
gehalten.  Die Temperatur  betrug 22 ° C, die Luftfeuchtigkeit  50 %. Ein konstanter Tag-Nacht-
Rhythmus  (je  12  h)  wurde  simuliert.  Die  Mäuse  bzw.  Ratten  erhielten  eine  cholesterolreiche 
"Western-Type"-Diät  (Cholesterolgehalt:  0,15  %)  oder  normales  Tierfutter  der  Firma:  Altromin 
GmbH, Lage, Deutschland. Futter und Wasser standen den Tieren durchgehend zur Verfügung.
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Abbildung  3:  Übersicht  der  verschiedenen  Tiermodelle  (Herzinsuffizienz-Modell, 
Pumpenmodell, TNF-α-Injektion)
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3.2. Herzinsuffizienz-Modell
Um  die  Veränderungen  von  PGC-1α  und  FNDC5  infolge  einer  chronischen  Herz-Kreislauf-
Erkrankung zu  erfassen,  musste  eine  Insuffizienz  des  Herzens  beim Versuchstier  hervorgerufen 
werden. Das nachfolgend beschriebene Modell wurde für unsere Experimente verwendet.
3.2.1. LAD-Ligatur
Den Ratten wurde zunächst ein Herzkranzgefäß (LAD) ligiert, um dadurch einen Myokardinfarkt 
auszulösen,  welcher  nach  einigen  Wochen  zur  Entwicklung  einer  chronischen  Herzinsuffizienz 
führte. Nach der Anästhesie der Tiere erfolgten Rasur von Brust und Bauch und anschließend die 
Eröffnung des Brustkorbs durch einen kleinen Schnitt (1 cm oberhalb des Processus xiphoideus und 
1 cm parasternal). Zur Freilegung der Brustwand wurden die Pectoralismuskeln gelöst und nach 
lateral  verlagert.  Nach  Durchtrennung  der  Interkostalmuskulatur  sowie  einer  Rippe,  wurde  das 
freigelegte Perikard stumpf eröffnet und daraufhin das Herz vorsichtig aus dem Perikardbeutel nach 
ventral luxiert. Das linke Vorhofohr wurde mittels eines Tupfers nach lateral gehalten, wodurch das 
zu ligierende Gefäß gut dargestellt wurde. Dann wurde ein Ast der linken Koronararterie – Ramus 
interventricularis anterior (LAD – left anterior descending) möglichst hauptstammnah abgebunden 
(5.0 Prolene Faden). Anschließend wurden Thoraxwand und Haut mit einem 4.0 Prolene Faden in 
Einzelknopfnaht  verschlossen.  Unter  Berücksichtigung  des  Einflusses  möglicher  Folge-
erscheinungen der Operation (z.B. extreme Stresssituation, Infektion) auf die Ergebnisse, wurden 
auch die Tiere der Kontrollgruppe einer Operation unterzogen (Sham-Kontrolle), d.h. der Brustkorb 
geöffnet, dann jedoch ohne weiteren Eingriff wieder verschlossen.
Dieser Eingriff wurde in den Versuchen der vorliegenden Arbeit von Frau S.Werner (Herzzentrum 
Leipzig) durchgeführt.
3.2.2. Echokardiografische Untersuchung 
Die  Echokardiografie  wurde  unter  Verwendung  eines  12  Mhz-Schallkopfes  in  Verbindung  mit 
einem  Hewlett–Packard Sonos-5500 durchgeführt.  Nach der  Narkotisierung der  Ratten mit  5 % 
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Isofluran (zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde je nach Zustand des Tieres 1-2 % Isofluran 
gegeben) wurde zunächst  ein Fenster zur Beurteilung des linken Ventrikels eingestellt, das durch 
folgende Merkmale bestimmt war: M-mode, kurze Achse, zweidimensionaler Blick. Anschließend 
konnte  in  der  parasternalen  kurzen Achse  der  enddiastolische  (EDD) sowie  der  endsystolische 
Durchmesser  (ESD)  mittels  M-mode  Tracing  gemessen  werden.  Aus  5  aufeinander  folgenden 
Herzzyklen wurde das Mittel  gebildet und für die  weitere Analyse verwendet.  Enddiastolisches 
(EDV) und endsystolisches Volumen (ESV) sowie die linksventrikuläre Ejektionsfraktion (LVEF) 
wurden in der parasternalen langen Achse dargestellt und vermessen. Die fraktionelle Verkürzung 
(FS) berechnete man nach folgender Formel: FS=[(EDD- ESD)/EDD] x100.
Die echokardiografischen Untersuchungen wurden in der vorliegenden Arbeit von Frau S.Werner 
(Herzzentrum Leipzig) durchgeführt.
3.2.3. Entnahme des Gewebes
10 Wochen nach der LAD-Ligatur bzw. nach der Sham-Operation wurden die Versuchstiere durch 
CO2 getötet,  anschließend  die  Quadizeps-Muskeln  entnommen,  in  flüssigem  Stickstoff 
schockgefroren und schließlich bei -80 ° C eingefroren.
3.3. Pumpenmodell
Einem Teil der Versuchstiere (Mäuse) wurde eine osmotische Minipumpe (Firma: ALZET; Modell 
2004) mit einer Förderrate von 0.25 µl pro Stunde über einen Zeitraum von 28 Tagen subkutan im 
Rückenbereich implantiert. Dieser Eingriff ist schnell durchgeführt und nur geringfügig belastend 
für die Tiere. Zudem können durch die kontinuierliche Abgabe von physiologischer Kochsalzlösung 
oder Angiotensin II Intoxikationen vermieden werden.
3.3.1. Implantation der Pumpe
Vor dem Eingriff wurden alle Tiere anästhesiert und der Rücken rasiert. Anschließend wurde ein 
kleiner  Schnitt  mit  dem  Skalpell  zwischen  den  Schulterblättern  gesetzt  und  mit  Hilfe  eines 
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Spreizers eine subkutane Tasche geformt. Nach dem Einsetzen der Pumpe wurde der Schnitt mit 
Clips verschlossen.
Dieser Eingriff wurde in den Versuchen der vorliegenden Arbeit von Frau S.Werner (Herzzentrum 
Leipzig) durchgeführt.
3.3.2. Funktionsprinzip der Pumpe
Die Pumpe ist zylindrisch geformt und besteht aus 3 Schichten. Im Kern liegt die Kammer mit der 
zu infundierenden Lösung (NaCl oder Ang II), welche von einer impermeablen Membran umgeben 
ist.  Es  folgt  eine,  aus  Salzsäure  bestehende,  osmotische  Schicht,  die  nach  außen  von  einer 
semipermeablen, nicht dehnbaren Membran umgeben ist. Vom osmotischen Gradienten getrieben, 
dringt  interstitielle  Flüssigkeit  nach  der  Implantation  durch  die  permeable  Membran  hin  zur 
Salzsäure. Diese dehnt sich aus und übt einen Druck auf die innenliegende Kammer aus, wodurch 
es zur langsamen Abgabe der enthaltenen Lösung kommt. Durch die starre Außenmembran wird 
gewährleistet,  dass  die  abgegebene  Menge  immer  dem Verhältnis  der  aufgenommenen  Menge 
interstitieller Flüssigkeit entspricht.
3.3.3. Entnahme des Gewebes
Nach Ablauf der Versuchszeit (28 Tage) wurden die Mäuse durch Genickdislokation getötet, die 
Quadrizeps-Muskeln entsprechend präpariert,  in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur 
weiteren Verwendung bei -80 ° C gelagert.
3.4. TNF-α-Injektion
Um die Auswirkungen einer erhöhten TNF-α-Konzentration auf die PGC-1α/FNDC5-Expression in 
den Muskelzellen der Maus zu untersuchen, wurde einer anderen Gruppe der Versuchstiere TNF-α 
(20 ng/g Körpergewicht) intraperitoneal injiziert. Die Kontrollgruppe erhielt eine NaCl-Injektion. 
24 Stunden später wurden die Mäuse mittels Genickdislokation getötet. Die Quadrizeps-Muskeln 
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wurden präpariert, entnommen und anschließend in flüssigem Stickstoff schockgefroren.
3.5. Genexpressionsanalysen
Um die Genexpression der zwei Proteine PGC-1α und FNDC5 quantitativ zu bestimmen, wurde 
RNA  aus  den  vorliegenden  Muskelproben  isoliert  und  diese  in  cDNA  umgeschrieben.  Die 
gewonnene cDNA ist im Folgenden Ausgangspunkt für die quantitative Polymerase-Kettenreaktion 
(qPCR).
3.5.1. RNA Isolation
Zunächst wurde aus den in Tab. 1 genannten Reagenzien GSS (Guanidinisothiocyanat) hergestellt:
Tab. 1: Reagenzien zur Herstellung einer GSS-Lösung
Reagenz Endkonzentration
Guanidinthiocyanat 4 mol/L
N-Lauroylsarcosine 17 mmol/L
Tri-Natriumcitrat 25 mmol/L
Nach  der  Sterilisation  mittels  eines  Spritzenfilters  (PES-Membran,  0.22  µl,  TPP,  Trasadingen, 
Schweiz)  wurde jeweils  vor  Beginn der RNA-Extraktion zu 14 ml der GSS-Lösung 100 µl  β-
Mercaptoethanol (β-ME) gegeben. Im ersten Schritt der Isolation wurde eine kleine Gewebeprobe 
der Muskelbiopsien zu 500 µl GSS + β-ME in ein Zentrifugenröhrchen gegeben und diese mit Hilfe 
eines Dispergierwerkzeuges (Standard-Dispergierwerkzeug für MICCRA DS-8 IP; Roth, Karlsruhe, 
Deutschland)  homogenisiert,  um  die  intrazelluläre  RNA  freizusetzen  und  Ribonukleasen  zu 
denaturieren.  400  µl  von  dem  entstandenen  Lysat  wurden  in  ein  steriles  Eppendorfröhrchen 
transferiert. Danach erfolgte der Zusatz von 40 µl Natriumacetat, 500 µl H2O gesättigtes Phenol 
und 200 µl Chloroform/Isoamylalkohol (im Verhältnis 50:1) und das Vermischen der Lösung durch 
Schwenken des Röhrchens. Anschließend wurde das Gemisch für 5 min bei 16.000 g zentrifugiert 
um  eine  Phasentrennung  zu  erreichen  und  die  obere  Phase  in  ein  weiteres  steriles 
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Eppendorfröhrchen pipettieren zu können. Dazu wurden erneut 500 µl Chloroform/Isoamlylalkohol 
gegeben und nach ausgiebigem Mischen wieder bei 16.000 g für 5 min zentrifugiert. Noch einmal 
wurde die sich darstellende obere Phase in ein neues steriles Röhrchen transferiert und mit 1 ml 
eiskaltem 100 %igem Ethanol versetzt.  Nun wurde das Eppendorfgefäß bei -80 ° C über Nacht 
gelagert um die RNA-Moleküle auszufällen. Am darauf folgenden Tag wurde das Eppendorfgefäß 
zunächst 10 min bei 16.000 g und 4 ° C zentrifugiert. Weiterhin wurde der Überstand vorsichtig 
abpipettiert und das verbliebene Pellet mit 300 µl 80 %igem Ethanol (eiskalt) gewaschen. Nach 
wiederholter Zentrifugation (10 min, 16.000 g, bei 4 ° C) wurde der Überstand verworfen und das  
Pellet unter dem Abzug getrocknet. Sobald jegliche Ethanolreste verdunstet waren, wurde das Pellet 
mit 50 µl RNase-freiem Wasser (Qiagen; Hilden, Deutschland) gelöst und bei -80 ° C gelagert.
3.5.2. cDNA-Synthese
Im letzten Schritt  der  Quantifikation der  Genexpression – bei  der  Polymerase-Kettenreaktion – 
wurde eine DNA-Polymerase verwendet, welche ausschließlich an DNA-Strängen wirksam werden 
kann.  Aus diesem Grund musste  die  bereits  gewonnene RNA in cDNA (complementary DNA) 
umgeschrieben werden. Dies wurde mit folgenden Reagenzien (Sensiscript RT Kit; Qiagen, Hilden,
Deutschland) durchgeführt:
Tab. 2: Reagenzien zur Herstellung des Mastermixes zur cDNA-Synthese
RT (reverse transkriptase) 1 µl
dNTP (5 mmol/L) 2 µl
RT-Buffer 2 µl
Random Primer Hexanucleotid (1:30) 2 µl
_______________________________________________________________
Mastermix (Volumen pro Tube) 7 µl
RNA (gelöst in 50 µl RNase-freiem Wasser) 13 µl
_______________________________________________________________
Gesamtvolumen 20 µl
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Die  in  Tabelle  2  angegebenen  Volumina  sind  notwendig,  um  eine  RNA-Probe  in  cDNA 
umzuschreiben. Dieses Gemisch wurde 60 min bei 37 ° C inkubiert und danach 3 min bei 70 ° C 
erhitzt, um das Enzym Reverse Transkriptase zu denaturieren und somit seine Wirkung zu beenden. 
Wie die gewonnene RNA wurde auch die umgeschriebene cDNA bei -80 ° C eingefroren, bis die 
Proben in der Realtime-PCR verwendet wurden.
3.5.3. Realtime-PCR
Um die Expression bestimmter Gene quantitativ zu bestimmen, wurde eine Realtime-Polymerase-
Chain-Reaction  (RT-PCR)  unter  Verwendung  spezifischer  Primer  durchgeführt.  Hierzu  war 
zunächst pro PCR-Durchlauf ein Mastermix der in Tabelle 3 aufgeführten Reagenzien herzustellen.
Tab. 3: Reagenzien zur Herstellung des Mastermixes für die RT-PCR
Nukleasefreies hochreines Wasser (HPLC-Wasser, Roth) 10,5 µl
SYBR Green (Verdünnung 1:10.000; SYBR® Gold nucleic acid gel stain; Molecular 
Probes®)
4,0 µl
Puffer (10xPCR Rxn Buffer; InvitrogenTM) 2,0 µl
MgCl2 (50 mmol/L MgCl2; InvitrogenTM) 1,0 µl
BSA (Albumin solution from bovine serum; Sigma-Aldrich) 0,5 µl
Primer-Mix (je 10 µmol/L sense-/antisense-Primer) 0,4 µl
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 10 mmol/L) 0,4 µl
Taq-Polymerase (Platinum® Taq, DNA Polymerase; Invitrogen) 0,2 µl
Mastermix (Volumen pro Tube) 19 µl
cDNA 1,0 µl
Gesamtvolumen 20 µl
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Die  in  dieser  Tabelle  notierten  Volumina  wurden  dafür  mit  der  vorgesehenen  Probenanzahl 
multipliziert.  Schließlich  wurden  jeweils  19  µl  in  die  Kapillaren  transferiert,  welche  zur 
Durchführung der  RT-PCR mittels  des  LightCyclers  (LightCycler  II;  Roche,  Grenzach-Wyhlen, 
Deutschland) verwendet wurden. Zuvor wurde pro Kapillare 1 µl cDNA-Probe hinzugefügt und 
diese dann verschlossen, um Verunreinigungen zu vermeiden. In jedem Durchlauf wurde außerdem 
eine Negativkontroll-Probe mitgeführt (19 µl des Mastermix plus 1 µl  nukleasefreies, hochreines 
Wasser  (HPLC-Wasser,  Roth))  um  abzusichern,  dass  die  Ergebnisse  wirklich  auf  die 
nachzuweisenden  Genabschnitte  zurückzuführen  sind.  Bevor  die  Kapillaren  in  das  Karussell 
eingesetzt wurden, zentrifugierte man sie vorsichtig (5 sec bei 3.000 g), um die Flüssigkeitssäule in 
den unteren Abschnitt der Kapillaren zu ziehen. Damit wurde gewährleistet, dass alle Proben durch 
den LightCycler vorschriftsgemäß detektiert und demzufolge auch vergleichbar ausgewertet werden 
konnten.
Die Amplifikation der  cDNA-Sequenzen für die  jeweiligen Proteine (FNDC5, PGC-1α, HPRT) 
wurde  schließlich  unter  Berücksichtigung  der  entsprechenden  Annealing-Temperaturen  der 
spezifischen Primer durchgeführt (siehe Tab. 4).
Tab. 4: Primersequenzen sowie die optimalen Annealing-Temperaturen der verwendeten      
 Primer
Primer Sequenz 5'-3' Annealing-Temperatur
FNDC5-S
FNDC5-AS
AtgAAggAgATggggAggAA
gCggCAgAAgAgAgCTATAACA
 57 ° C
HPRT-S
HPRT-AS
CTCATggACTgATTATggACAggAC
gCAggTCAgCAAAgAACTTATAgCC
 60 ° C
PGC-1α-S
PGC-1α-AS
ggCAgTAgATCCTCTTCAAgATC
TCACACggCgCTCTTCAATTg
 57 ° C
 
Jeder  PCR-Durchlauf  setzte  sich  aus  maximal  50  Zyklen  zusammen,  die  durch  eine 
Temperaturabfolge charakterisiert sind und immer gleich verlaufen. Zunächst werden die Proben 10 
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min bei  95  °  C erhitzt,  um die  DNA-Doppelstränge zu separieren.  Dann wird  die  Temperatur 
gesenkt (Tab. 4), um die Anlagerung der Primer an komplementäre Abschnitte zu ermöglichen. Im 
Anschluss steigt die Temperatur auf 72 ° C, sodass die thermostabile Taq-Polymerase bestmögliche 
Bedingungen  für  die  Vervollständigung  der  Doppelstränge  erhält.  Darauf  folgt  erneut  die 
Separierung der Doppelstränge bei 98 ° C (für 10 sec), womit der nächste Zyklus eingeleitet wird. 
Diese  Abfolge  bewirkt  einen  exponentiellen  Anstieg  von  Kopien  der  gewünschten  cDNA-
Sequenzen.
Bevor  die  PCR  beendet  wird,  erfolgt  die  Erstellung  einer  Schmelzkurve  durch  langsame 
Temperaturerhöhung bis 95 ° C. Diese diente dem Nachweis, dass nur eine Sequenz vervielfältigt 
wurde.
Vor Beginn der Versuchsreihe bzw. stichprobenartig während der Durchführung dieser, wurde eine 
weitere Überprüfung der amplifizierten cDNA durchgeführt. Dazu wurden die PCR-Produkte auf 
ein Agarosegel aufgetragen und mit Hilfe eines Markers die tatsächliche Länge der DNA-Kopien 
bestimmt. Zur Herstellung des 1 %igen Agarosegels wurde 1 g Agarose in 100 ml 1xTAE (40 
mmol/L Tris, 20 mmol/L Essigsäure, 1 mmol/L EDTA; pH=8.0, mit 0,2 mg/L Ethidiumbromid) 
gelöst und vor dem Gießen kurz aufgekocht.
3.5.4. Normierung der RT-PCR-Produkte
Entscheidend für die Auswertung der PCR-Ergebnisse ist das Vorhandensein eines Standards zur 
Normierung der nachgewiesenen Menge von FNDC5 bzw. PGC-1α. Hierfür wurde für jede cDNA-
Probe die  Menge an  HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase)  bestimmt,  die  in  großen 
Mengen  ubiquitär  in  allen  eukaryontischen  Zellen  vorkommt  und  als  "housekeeping"-Gen 
verwendet werden kann [Nishimura, M. et al. 2008].
3.6. Quantifikation der Protein-Expression
Eine  Veränderung  der  Expression  bestimmter  Gene  auf  mRNA-Ebene  –  wie  in  der  RT-PCR 
nachgewiesen – bedeutet nicht in jedem Fall auch eine Veränderung der Protein-Expression, da die 
mRNA bis zur Translation infolge verschiedener Prozesse intrazellulär abgebaut werden kann. 
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Mit dem Anspruch, ein umfassendes Bild möglicher zellulärer Veränderungen zu erhalten, wurde 
deshalb die Menge des FNDC5-Proteins mittels Western Blot quantifiziert.
3.6.1. Western Blot
Zunächst wurden die Skelettmuskel-Biopsien in 500 µl RIPA-Puffer (Tab. 5) homogenisiert, danach 
die Proben bei  4 °  C für 5 min bei 16.000 U/min zentrifugiert  und der entstandene Überstand 
vorsichtig in ein neues Röhrchen abpipettiert. Dann wurden alle Proben mit Ultraschall behandelt 
(Bandelin Sonoplus GM70, 10 Pulse mit 20 % des maximalen outputs), um die Zellen des Gewebes 
vollständig  zu  zerstören  und  die  Protein-Ausbeute  zu  verbessern.  Anschließend  wurden  nicht 
zerkleinerte Gewebestücke sowie unlösliche Proteine durch Zentrifugation (10 min bei 16.000 g) 
pelletiert  und  verworfen.  Für  die  darauf  folgende  Bestimmung  der  Proteinkonzentration  im 
Spektrophotometer  wurden  die  Proben  im  Verhältnis  1:5  verdünnt  (3  µl  Probe  und  12  µl 
destilliertes Wasser). Nun wurden bei jeder Bestimmung folgende Reagenzien als Referenzwerte 
für die Erstellung einer Eichgeraden eingesetzt:
1.   5 µl     destilliertes Wasser
2.   5 µl      RIPA-Puffer
3.   5 µl      BSA
4.   5 µl      BSA
5. 10 µl      BSA
6. 10 µl      BSA
7. ff.   5 µl      Probe (als Doppelbestimmung)
Zuerst  wurden  die  genannten  Reagenzien  in  die  Vertiefungen  einer  Mikrotiterplatte  pipettiert, 
anschließend Lösung A und Lösung B im Verhältnis 50:1 hergestellt (Pierce BCA Protein Assay 
Reagent A und B; Thermo Scientific,  Waltham, Massachusetts, USA) und letztlich jeweils 200 µl 
davon in jede Vertiefung nachgelegt. Dann inkubierten die Ansätze 30 min bei 37 ° C. 
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Tab. 5: Zusammensetzung des RIPA Puffers
Reagenz Endkonzentration
Tris pH 7.4 50 mmol/L
NP-40 1 %
NA-deoxycholate 0.25 %
NaCl 150 mmol/L
EDTA 1 mmol/L
Triton x-10 10 %
SDS 20 %
Protease Inhibitor Mix M
Anschließend  wurde  die  optische  Dichte  der  Proben  in  einem  Spektrophotometer  bei  einer 
Wellenlänge von 562 nm gemessen. Mit Hilfe der BSA-Bestimmungen erhielt man einen Divisor 
zur Berechnung der Probenkonzentrationen. Nun wurden die Proben (50 µg Gesamtprotein) mit 10 
µl Lysemedium (Tab. 6) gemischt und bei 95 ° C für 10 min denaturiert. Die Ansätze wurden im Eis 
abgekühlt, bei -80 ° C eingefroren oder direkt auf das Polyacrylamid-Gel aufgetragen. 
Tab. 6: Zusammensetzung Lysemedium 
Reagenz Endkonzentration
Tris-Cl pH 6.8 300 mmol/L
Glycerol 50 %
β-Mercaptoethanol 25 %
SDS 10 %
Bromphenolblau 0.05 %
(5-fach konzentrierter Laemmli Sample Buffer)
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Für die Gelelektrophorese wurden zunächst Sammelgel sowie Trenngel hergestellt (Tab. 7), danach 
zuerst das Trenngel und nachfolgend das Sammelgel gegossen. Dabei kam ein Kamm mit 36 
Taschen zur Anwendung. Vor dem Pipettieren der Proben in die Taschen wurde die Apparatur mit 
einfach konzentriertem SDS-Laufpuffer (50 mmol/L Tris + 0,38 mol/L Glycin + 0,1 % SDS) 
aufgefüllt und der Kamm vorsichtig entfernt.
Tab. 7: Reagenzien zur Herstellung von Trenn-und Sammelgel
Trenngel (12 %) Sammelgel
Acryl/Bisacrylamid
(30 % / 0.6 %)
6 [ml] Acryl/Bisacrylamid
(30 % / 0.6 %)
2 [ml]
LG Puffer 
(8  mmol/L  EDTA  + 
1.5 mol/L Tris + 0.4 % 
SDS, pH8.8)
3.75 [ml] UG Puffer
(8  mmol/L EDTA + 
0.5 mol/L Tris + 0.4 
% SDS, pH6.8)
3.3 [ml]
Aqua dest. 5.3 [ml] Aqua dest. 7.8 [ml]
Temed 50 [µl] Temed 40 [µl]
APS (10 %) 90 [µl] APS (10 %) 150 [µl]
Nach dem Auftragen der Proben und dem Marker erfolgte die Trennung der Proteine nach ihrer 
Größe bei einer Spannung von zunächst 70 V und später 90 V. Der regelmäßig kontrollierte Prozess 
wurde nach erfolgreicher Auftrennung (nach ca. 1 ½ bis 2 h) beendet, das Gel entnommen und das 
Sammel- vom Trenngel entfernt. Letzteres wurde anschließend in eine Blot-Kammer überführt und 
dort auf eine Membran (PVDF Membran, Roth, Karlsruhe, Deutschland) aufgelegt. Die Zugabe 
von Filterpapier und Transferpuffer (10-fach konzentriert: 1.92 M Glycin, 0.25 M Tris, 0.2 % SDS) 
ermöglichten den reibungslosen Ablauf der Proteinübertragung vom Gel auf die Membran. Dies 
geschieht bei einer konstanten Stromstärke von 0.4 A.
Anschließend  an  den Blot-Vorgang wurde  die  Membran  mit  Wasser  abgespült  und getrocknet. 
Nachdem die  hydrophobe  Membran  mit  Methanol  hydrophil  gemacht  wurde,  blockte  man  die 
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freien Proteinbindestellen durch eine 60-minütige Inkubation in 5 %iger Milch (5g Magermilch-
pulver in 100 ml TTBS-Puffer  (10 mmol/L Tris + 150 mmol/L NaCl + 0.5 % Tween 20)  gelöst). 
Danach wurde die Membran über Nacht mit dem primären Antikörper (1:200 verdünnt; in 1 %iger 
Milch)  inkubiert.  Dabei  kamen  FNDC5-Antikörper  der  Firma  Abcam  (Cambridge,  UK)  zur 
Verwendung.  Am Folgetag  wurde  die  Membran  zunächst  3-mal  für  10  min  mit  TTBS-Puffer 
gewaschen,  bevor  sie  mit  dem sekundären  Antikörper  (Anti-rabbit  IgG,  HRP-linked  antibody; 
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,  USA) für 1 h inkubiert wurde. Dieser Antikörper wurde in 
1 %iger Milch auf 1:1000 verdünnt. Nach einem erneuten Waschvorgang (3-mal 10 min mit TTBS-
Puffer) wurde eine Chemilumineszenz-Lösung (SuperSignal® West Pico Stable Peroxide Solution 
+  SuperSignal® West  Pico  Luminol  Enhancer  Solution  im  Verhältnis  1:1;  Thermo  Scientific, 
Rockford, Illinois, USA) für 5 min auf die Membran gegeben. Hierbei macht man es sich zu Nutze, 
dass die Peroxidase (horseradish peroxidase) des Sekundärantikörpers fähig ist ein Lichtsignal zu 
produzieren, wenn es mit Chemilumineszenz-Substraten interagiert. Dieses wurde nach 5-minütiger 
Exposition  mit  einem  sensitiven  Film  (Amersham  Hyperfilm  ECL,  High  performance 
chemiluminescence film; GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK) dargestellt. Um eine Normierung 
bezüglich  möglicher  Unterschiede  in  der  tatsächlich  aufgetragenen  Proteinmenge  oder  der 
Übertragung  während  des  Blottens  zu  ermöglichen  wurde  die  Membran  zusätzlich  mit  einem 
Antikörper gegen GAPDH behandelt. Dazu wurde die Membran für 30 min mit einem Stripping-
Puffer (Tab. 8) inkubiert, um die gebundenen Antikörpern zu entfernen.
Die  Abfolge  der  verschiedenen  Inkubations-  und  Waschschritte  ist  identisch  zu  der  bereits 
beschriebenen. Als primärer Antikörper kam Maus-GAPDH-AK (Hytest, Turku, Finnland) in einer 
Verdünnung von 1:30.000 in 1 %iger Milch zum Einsatz, als Sekundärantikörper Maus-POD-AK 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) – 1:5.000 in 1 %iger Milch verdünnt.
Tab. 8: Reagenzien zur Herstellung des Stripping-Puffers
Glycin 0.9 %
β-Mercaptoethanol 680 µl
destilliertes Wasser 100 ml
10 M HCl 10 Tropfen
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Die  Auswertung  der  sich  darstellenden  Banden  erfolgte  densitometrisch  mittels  OneD-Scan, 
Scanalytics (Billerica, USA ).
3.7. Zellkultur-Experimente
Zur  Untersuchung  eines  möglichen  Zusammenhanges  zwischen  erhöhten  Konzentrationen  an 
inflammatorischen  Zytokinen  oder  Ang  II  im  Rahmen  einer  Herzinsuffizienz  und  der  PGC-
1α/FNDC5-Expression in Muskelzellen wurden folgende Zellkultur-Experimente in C2C12-Zellen 
durchgeführt.
3.7.1. Anzucht der C2C12-Zelllinie
Alle Arbeitsschritte für die Durchführung der Zellkultur-Experimente wurden an einer Sterilbank 
durchgeführt  um das  Kontaminationsrisiko  zu  minimieren.  Für  die  Anzucht  der  Zellen  wurde 
Medium 199 (Medium 199 Earles; Biochrom, Berlin, Deutschland) mit fötalem Kälberserum (10 
%)  und  Penicillin/Streptomycin  verwendet.  Nach  dem  langsamen  Auftauen  der  im  flüssigen 
Stickstoff lagernden C2C12-Myoblasten (American Type Culture Collection (ATCC), CRL-1772) 
wurden zunächst 10 ml Medium 199 in jede Zellkulturflasche (75 cm2) vorgelegt und anschließend 
je 200.000 Zellen pro Flasche hinzugefügt. Anschließend wurden die Flaschen verschlossen und im 
Brutschrank bei 37 ° C und 5 % CO2  inkubiert bis 80 % - 90 % der Fläche konfluent waren. Dies 
überprüfte man mit regelmäßigen mikroskopischen Kontrollen. Zu diesem Zeitpunkt hafteten die 
Myoblasten  am  Boden  der  Zellkulturflaschen.  Zum  Ablösen  der  Zellen  wurde  zunächst  das 
Medium vorsichtig abgesaugt, die Flasche mit PBS gespült und dann ca. 5-6 ml Trypsin/EDTA 
(0.05  %)  zugegeben,  sodass  der  Boden  bedeckt  war.  Nach  einer  Kontrolle  mit  Hilfe  des 
Mikroskopes  und  der  Gewissheit,  dass  sich  die  Zellen  vom  Boden  gelöst  haben,  wurde  die 
Flüssigkeit in ein Zentrifugenröhrchen transferiert und 10 min bei 300 g zentrifugiert. Am Boden 
des Röhrchens befand sich nun ein Pellet der Myoblasten. Nach dem vorsichtigem Abpipettieren 
des Überstands wurden die Zellen in ca. 1 ml Medium 199 resuspendiert. Vor dem Ausplattieren in 
12-Well-Platten  wurde  die  Anzahl  der  nun  vorliegenden  Myoblasten  mit  Hilfe  des  Neubauer 
Zählkammersystems  bestimmt.  Dafür  wurden  die  entsprechenden  Quadranten  ausgezählt,  die 
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Ergebnisse gemittelt und letztlich die Konzentration (Anzahl der Zellen pro ml Lösung) berechnet. 
Daraufhin wurden ca. 15.000 Zellen pro Well einer 12 Well-Platte pipettiert und die Platten erneut 
bis zu einer Konfluenz von 80 % - 90 % im Brutschrank (37 ° C, 5 %  CO2) inkubiert. 
Um die Fusion der Myoblasten zu induzieren,  wurde das  Medium in seiner  Zusammensetzung 
verändert. Für die Differenzierung wurden nun Pferdeserum (2 %) und Penicillin/Streptomycin zum 
Medium 199 hinzugegeben. Nach 3-4 Tagen Inkubation im Brutschrank (37 ° C, 5 %  CO2) konnte 
man mikroskopisch länglich geformte multinukleäre Myotuben nachweisen. 
In diesem Stadium wurde ein Teil der Zellen für 24 h mit Ang II (10 µM), TNF-α (10 ng/ml) oder 
einer Zytokinkombination (TNF-α 10 ng/ml + IL-1β  50 ng/ml + IFN-γ 10 ng/ml) inkubiert.  
37
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Zellkultur-Experimente
3. Methoden und Materialien
Um das Zellmaterial  nun für die Quantifikation von Gen-bzw. Proteinexpression verwenden zu 
können,  wurde  zunächst  das  Medium abgesaugt  und danach,  abhängig  von  der  nachfolgenden 
Bestimmung, eine zelllysierende Lösung zugegeben. Waren die Myotuben für den RNA-Nachweis 
(RT-PCR) vorgesehen, löste man die Zellen in GSS/β-ME-Lösung, wohingegen die Proben für die 
Proteinbestimmung mit dem RIPA-Puffer lysiert wurden (siehe Tab.6). 
Anschließend  wurden  die  lysierten  Zellen  aus  den  Wells  abpipettiert  und  bis  zur  weiteren 
Verwendung bei -80 ° C eingefroren.
3.7.2.  Untersuchung  intrazellulärer  Signaltransduktionswege  –  Hemmung  von  p38  und  p42/44  
MAPK 
Die C2C12-Myoblasten wurden, wie in Kapitel 3.7.1. bereits beschrieben, kultiviert. Nach erfolgter 
Fusion der Myoblasten zu Myotuben wurde ein Teil mit einer Zytokinkombination, bestehend aus 
TNF-α 10 ng/ml + IL-1β  50 ng/ml + IFN-γ 10 ng/ml, für 24 h inkubiert, um einen Referenzwert für 
die folgenden Experimente zu erhalten. Ziel dieses Versuches war herauszufinden, ob die Wirkung 
der Zytokinkombination auf die Expression von FNDC5 in Muskelzellen über p38 MAPK und/oder 
p42/44 MAPK intrazellulär vermittelt wird. Daher wurde ein Teil der kultivierten Zellen 1 h vor 
Zugabe der Zytokine mit  SB203580 (10 µmol/L; Calbiochem, La Jolla, CA, USA) präinkubiert, 
einem hochspezifischen, zellpermeablen Inhibitor von p38 MAPK ohne signifikante Inhibition von 
p42/44 MAPK. Einem weiteren Teil wurde  PD98059  (50 µmol/L; Calbiochem), ein spezifischer 
Hemmstoff von p42/44 MAPK, zugegeben, bevor die Zytokine hinzugefügt wurden. Anschließend 
wurden die Myotuben mit GSS/β-ME-Lösung versetzt und bis zur RNA-Quantifikation mittels RT-
PCR  bei  -80  °  C  eingefroren.                                                     
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4.1. Echokardiografischer Nachweis der Herzinsuffizienz nach LAD-Ligatur
Um nach erfolgtem operativen Eingriff (LAD-Ligatur oder Sham-Operation) zu überprüfen, ob sich 
nach  dem  ausgelösten  Myokardinfarkt  eine  Herzinsuffizienz  herausgebildet  hatte,  wurden  die 
Ratten  mittels  Echokardiografie  untersucht.  Dabei  legte  man  besonderes  Augenmerk  auf  die 
Darstellung der linksventrikulären Funktion sowie die Messung dafür aussagekräftiger Parameter.
In folgender Tabelle (Tab. 9) sind die gemittelten Messwerte von Kontrollgruppe (Sham-Operation) 
und Herzinsuffizienzgruppe (LAD-Ligatur) aufgeführt. Man kann daraus entnehmen, dass in der 
Herzinsuffizienz-Gruppe  eine  signifikante  Erhöhung  von  endsystolischem  (ESD)  und 
enddiastolischem (EDD) Durchmesser  sowie  von endsystolischem (ESV) und enddiastolischem 
(EDV) Volumen nachgewiesen werden konnte. Die Messwerte für die fraktionelle Verkürzung (FS) 
und  die  linksventrikuläre  Ejektionsfraktion  (LVEF)  zeigten  hingegen  in  besagter  Gruppe  eine 
signifikante  Reduzierung im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Tab. 9: Echokardiografische Untersuchungsergebnisse 
Kontrollgruppe Herzinsuffizienzgruppe
EDD (mm) 5.1 ± 0.2 8.6 ± 0.5*
ESD (mm) 2.7 ± 0.1 7.1 ± 0,6*
EDV (mL) 203 ± 10 602 ± 67*
ESV (mL) 56 ± 4 389 ± 60*
FS (%) 47 ± 1 18 ± 3*
LVEF (%) 72 ± 1 32 ± 4*
(* p<0.05 vs. Kontrolle)
4.2. Expression von PGC-1α bzw. FNDC5 nach induzierter Herzinsuffizienz
Wie bereits beschrieben, erfolgte nach fachgerechter Entnahme der Quadrizeps-Muskeln und deren 
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Schockfrostung in flüssigem Stickstoff die Isolation der RNA-Moleküle, welche des Weiteren für 
die Transkription in cDNA verwendet wurden. Die gewonnenen cDNA-Proben waren Grundlage 
zur Durchführung der RT-PCR und damit zur quantitativen Bestimmung der mRNA-Expression 
beider Moleküle.
Es konnte nachgewiesen werden, dass die Expression der FNDC5-mRNA in der Herzinsuffizienz-
gruppe signifikant reduziert  wurde (Sham: 19.61 ± 3.10 vs. CHF: 11.21 ± 1.27 arbitrary units, 
p < 0.05) (siehe Abb. 5). Anschließend wurde die Menge an Protein mittels Western Blot bestimmt, 
um mögliche Faktoren auszuschließen, welche die mRNA auf ihrem Weg hin zum Ribosom, d.h. 
zur  Translation,  beeinflussen und zu ihrem Abbau führen könnten.  Dabei  konnte eine 57 %ige 
Abnahme von FNDC5 in den herzinsuffizienten Tieren nachgewiesen werden (Sham: 1.27 ± 0.23 
vs. CHF: 0.55 ± 0.11 arbitrary units, p < 0.019) (siehe Abb. 5).
(sham  =  Kontrollgruppe  mit  Sham-Operation,  CHF  =  herzinsuffiziente  Tiere  nach  operativer  LAD-Ligatur, 
* p < 0.05)
In  der  RT-PCR  zeigte  sich  eine  Reduktion  der  Menge  an  exprimiertem  PGC-1α in  den 
herzinsuffizienten Versuchstieren im Vergleich zur Sham-Kontrollgruppe auf ca. 58 % (Sham: 8.19 
± 1.49 vs. CHF: 4.77 ± 0.71 arbitrary units, p < 0.05) (siehe Abb. 6). 
Sowohl  PGC-1α als auch FNDC5 wurden in den Versuchstieren mit induzierter Herzinsuffizienz 
vermindert  produziert  –  ein  unterstützender  Beleg  für  die  PGC-1α-abhängige  Regulation  von 
FNDC5.  Der  Korrelationskoeffizient  r=0.56 mit  p  <  0.05  spricht  dabei  für  einen  signifikanten 
positiven Zusammenhang zwischen der Expression von FNDC5-mRNA und PGC-1α-mRNA (siehe 
Abb. 6).
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Abbildung  5:  FNDC5-Expression  im  Herzinsuffizienzmodell,  li:  mRNA-Expression,  re: 
Proteinexpression
4. Resultate
(sham  =  Kontrollgruppe  mit  Sham-Operation,  CHF  =  herzinsuffiziente  Tiere  nach  operativer  LAD-Ligatur, 
* p < 0.05)
4.3. Einfluss der kontinuierlichen Infusion von Angiotensin II via osmotischer 
Minipumpe
In  diesem  Experiment  wurde  einer  Kohorte  von  Mäusen  Ang  II  infundiert,  während  der 
Kontrollgruppe über den gleichen Zeitraum (28 Tage) physiologische Kochsalzlösung zugeführt 
wurde.  Mit  der  RT-PCR konnte für  FNDC5 eine signifikante Verminderung der Expression im 
Vergleich der Gruppe "Ang II" mit der Kontrolle nachgewiesen werden (NaCl: 949.20 ± 178.66 vs. 
Ang II: 501.49 ± 76.97 arbitrary units, p < 0.05) (siehe Abb. 7). 
Auch  in  diesem  Experiment  wurde  die  Proteinmenge  mittels  Western  Blot  quantifiziert.  Im 
Vergleich zur NaCl-Gruppe konnte für die Gruppe mit implantierter Minipumpe eine signifikante 
Veränderung von FNDC5 im Vergleich zur NaCl-Gruppe bestimmt werden. In der Gruppe "Ang II" 
zeigte sich eine verminderte Expression des FNDC5-Proteins auf 55 % (NaCl: 1.69 ± 0.29 vs. Ang 
II: 0.94 ± 0.09 arbitrary units, p < 0.05) (siehe Abb. 7).
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Abbildung  6:  Herzinsuffizienzmodell,  li:  mRNA-Expression von PGC-1α ,  re:  Korrelation 
zwischen FNDC5 und PGC-1α
4. Resultate
(control = Kontrollgruppe mit NaCl-Infusion, Ang II = Ang II-Infusion via osmotischer Minipumpe, * p < 0.05)
Es zeigte sich ebenso eine deutlich reduzierte  Expression der  PGC-1α-mRNA (NaCl: 224.36 ± 
48.54 vs. Ang II: 89.31 ± 15.89 arbitrary units, p < 0.01) (siehe Abb. 8).
Zusätzlich  konnte  eine  positive  Korrelation  zwischen  PGC-1α  und  FNDC5  berechnet  werden 
(r=0.82, p < 0.0001) (siehe Abb. 8).
(control = Kontrollgruppe mit NaCl-Infusion, Ang II = Ang II-Infusion via osmotischer Minipumpe, * p < 0.05)
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Abbildung  7:  FNDC5-Expression  nach  Ang  II-Infusion  via  osmotischer  Minipumpe,  li: 
mRNA-Expression, re: Proteinexpression
Abbildung  8:  Ang  II-Infusion  via  osmotischer  Minipumpe,  li:  mRNA-Expression  von 
PGC-1α, re: Korrelation zwischen FNDC5 und PGC-1α
4. Resultate
4.4.  Auswirkungen  erhöhter  TNF-α-Konzentration  auf  die  PGC-1α bzw. 
FNDC5-Expression
Da die  Konzentration  von  zirkulierendem TNF-α bei  herzinsuffizienten  Patienten  nachweislich 
erhöht ist, wurde dieser Zustand im Tiermodell mittels einmaliger TNF-α-Injektion experimentell 
nachempfunden. Somit konnte ein möglicher Zusammenhang zwischen TNF-α und der Produktion 
von PGC-1α sowie FNDC5 erforscht werden.
Nach RNA-Isolation und deren Transkription in cDNA erfolgte die Durchführung einer RT-PCR 
und dadurch die quantitative mRNA-Bestimmung. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die TNF-α-
Injektion zur signifikanten Reduktion von FNDC5-mRNA führte (NaCl: 337.52 ± 70.62 vs. TNF-α: 
158.42 ± 25.98 arbitrary units, p < 0.05) (siehe Abb. 9).  Mit Hilfe des Western Blots wurde eine 
verminderte Proteinmenge in den Muskelzellen der mit  TNF-α behandelten Tiere nachgewiesen 
(NaCl: 3,62 ± 0,35 vs. TNF-α: 2,61 ± 0,19 arbitrary units, p < 0.05) (siehe Abb. 9). 
(NaCl = Kontrollgruppe mit NaCl-Infusion, TNF-α = Gruppe mit TNF-α-Injektion, * p < 0.05)
In  der  RT-PCR  zur  Untersuchung  der  Expression  von  PGC-1α  zeigte  sich  eine  signifikante 
Verminderung nach TNF-α-Injektion (NaCl: 415.71 ± 35.66 vs. TNF-α: 235.13 ± 45.15 arbitrary 
units,  p  <  0.05)  (siehe  Abb.  10).  Auch in  dieser  Versuchsreihe  korrelierten  die  Messwerte  für 
FNDC5 und PGC-1α signifikant positiv (r=0.63; p < 0.05) (siehe Abb. 10).
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Abbildung  9:  FNDC5-Expression  nach  TNF-α-Injektion,  li:  mRNA-Expression,  re: 
Proteinexpression 
4. Resultate
(NaCl = Kontrollgruppe mit NaCl-Injektion, TNF-α = Gruppe mit TNF-α-Injektion, * p < 0.05)
4.5. Einfluss von Angiotensin II, TNF-α sowie TNF-α/IL-1β/IFN-γ auf Myotuben 
in der Zellkultur
Nach erfolgreicher Anzüchtung der Myoblasten und deren Differenzierung zu Myotuben wurden 
letztere 24 h mit Ang II, TNF-α oder einer Zytokinkombination (TNF-α/IL-1β/IFN-γ) inkubiert und 
anschließend für die RNA-bzw. Proteinisolation aufbereitet.
Die  mit  Ang  II  behandelten  Zellen  zeigten  im  Gegensatz  zum Tiermodell  (Ang  II-Gabe  über 
osmotische Minipumpe) weder eine signifikante Veränderung der Expression von FNDC5-mRNA 
noch der Proteinexpression besagten Moleküls (FNDC5-mRNA:  K: 1.24 ± 0.35 vs. Ang II: 0.96 ± 
0.33 arbitrary units, p=n.s.; FNDC5-Protein: K:0.66 ± 0.05 vs. Ang II: 0.63 ± 0.06 arbitrary units, 
p=n.s.)  (siehe  Abb.  11).  Im Gegensatz  dazu  konnte  eine  deutliche  Verminderung  der  FNDC5-
mRNA in den mit TNF-α inkubierten Zellen nachgewiesen werden (K: 1.24 ± 0.35 vs. TNF-α: 0.2 
± 0.06 arbitrary units,  p  < 0.05)  (siehe  Abb.  11).  Dieses  Ergebnis  der  RT-PCR konnte  mittels 
Western Blot (Proteinbestimmung) nicht bestätigt werden, da sich die Resultate von Kontrollgruppe 
und TNF-α-behandelten Zellen kaum merklich unterschieden (K: 0.66 ± 0.05 vs. TNF-α: 0.59 ± 
0.09 arbitrary units, p=n.s.) (siehe Abb. 11). Die verbleibende Gruppe, die mit TNF-α, IL-1β, IFN-
γ-inkubierten Myotuben, zeigte die deutlichsten Veränderungen auf mRNA- als auch auf Protein-
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Abbildung 10: TNF-α-Injektion, li: mRNA-Expression von PGC-1α, re: Korrelation zwischen 
FNDC5 und PGC-1α
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Ebene.  Für die  Konzentration der  FNDC5-mRNA konnte eine signifikante Reduktion bestimmt 
werden (K: 1.24 ± 0.35 vs. Zytokinkombination: 0.25 ± 0.07 arbitrary units, p < 0.05) (siehe Abb.  
11). Um die tatsächliche Ausprägung der FNDC5-Proteine in den Zellen zu überprüfen, bediente 
man  sich  des  Western  Blots.  Hierbei  konnte  für  diese  Gruppe  ein  das  PCR-Ergebnis 
untermauerndes Resultat gezeigt werden. Auch die Menge an exprimiertem Protein war nach der 
Zytokinbehandlung  deutlich  vermindert  (K:  0.66  ±  0.05  vs.  Zytokinkombination:  0.18  ±  0.06 
arbitrary units, p < 0.001) (siehe Abb. 11).
(Kon = Kontrollgruppe, Ang-II = Inkubation mit Ang II, TNF-α = Inkubation mit TNF-α, TNF-α/IL-1β/IFN-γ = 
Inkubation mit Zytokinkombination, ** p < 0.01)
Weder  die  Inkubation  mit  Ang  II  noch  mit  TNF-α  bewirkten  eine  signifikante  Reduktion  der 
PGC-1α-mRNA (Inkubation mit  Ang II: K: 39.38 ± 3.12 vs. Ang II: 28.17 ± 4.82 arbitrary units, 
p=n.s.;  Inkubation mit TNF-α:  K: 39.38 ± 3.12 vs. TNF-α: 27.33 ± 2.08 arbitrary units, p=n.s.) 
(siehe Abb. 12). Unter dem Einfluss der Zytokinkombination konnte jedoch eine stark verminderte 
PGC-1α-Expression nachgewiesen werden (K: 39.38 ± 3.12 vs. Zytokinkombination: 9.31 ± 0.77 
arbitrary units, p < 0.001) (siehe Abb. 12). Die Werte für FNDC5 und PGC-1α der mit Zytokinen 
behandelten Zellen zeigten eine positive Korrelation mit r=0.66 (p < 0.0001) (siehe Abb. 12).
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Abbildung  11:  FNDC5-Expression  in  der  Zellkultur,  li:  mRNA-Expression,  re: 
Proteinexpression
4. Resultate
(Kon = Kontrollgruppe, Ang-II = Inkubation mit Ang II, TNF-α = Inkubation mit TNF-α, TNF-α/IL-1β/IFN-γ = 
Inkubation mit Zytokinkombination, ** p < 0.01)
4.6. Wirkung der p38 und p42/44 MAPK-Inhibitoren auf die FNDC5-Expression 
in kultivierten Myotuben 
In Abschnitt 4.5. Einfluss von Angiotensin II, TNF-α sowie TNF-α/IL-1β/IFN-γ auf Myotuben in der  
Zellkultur  wird  bereits  beschrieben,  dass  es  in  der  Zellkultur  unter  dem Einfluss  der  Zytokin-
kombination  (TNF-α/IL-1β/IFN-γ)  zu  einer  statistisch  signifikanten  Abnahme  der  FNDC5-
Expression kam. Des Weiteren sollte die Frage nach den für die Zytokinwirkungen verantwort-
lichen intrazellulären Prozessen beantwortet werden. Dafür wurden die Myotuben mit Inhibitoren 
für  p38 MAPK (SB20358) und p42/44 MAPK (PD98059) präinkubiert.  Diese Untersuchungen 
ergaben,  dass  weder  die  p38  MAPK  noch  die  p42/44  MAPK  maßgeblich  für  die  FNDC5-
Expressionsreduktion  infolge  der  Zytokinwirkung  verantwortlich  sind.  Die  Inkubation  mit  der 
Zytokinkombination bewirkte eine signifikant verminderte Synthese von FNDC5-RNA (K: 1,035 ± 
0,22  vs.  Zytokinkombination:  0,24  ±  0,18).  Vergleicht  man  diese  Werte  (nach  Inkubation  mit 
Zytokinen) nun mit den Ergebnissen der Zellen, welche zusätzlich mit den Inhibitoren inkubiert 
wurden, findet man nur geringfügige Unterschiede in der FNDC5-Expression (SB203580: 0,18 ± 
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Abbildung  12:  Zellkultur,  li:  mRNA-Expression  von  PGC-1α,  re:  Korrelation  zwischen 
FNDC5 und PGC-1α
4. Resultate
0,095; PD98059: 0,30 ± 0,14). Wenn einer der beiden Wege (p38 oder p42/44 MAPK) Teil der 
Signalkaskade zwischen Zytokinen und der Expression von FNDC5 wäre, hätte man infolge der 
Inkubation  mit  den  spezifischen  Inhibitoren  einen  deutlichen  Anstieg  der  FNDC5-Synthese 
erwartet.                         
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Die chronische Herzinsuffizienz ist ein sehr häufig auftretendes Krankheitsbild unter dem vor allem 
ältere Patienten leiden (Inzidenzgipfel: 70.-80. Lebensjahr) [Mosterd, A. und Hoes, A.W. 2007]. Die 
zu Beginn eingeschränkte Pumpleistung des Herzens entwickelt  sich über Jahre hinweg hin zur 
multisystemischen Erkrankung mit starker Beeinträchtigung anderer Organsysteme. So  kommt es 
infolge  einer  anhaltenden Sauerstoffmangelversorgung der Peripherie  u.a.  auch zu  Schäden am 
Skelettmuskel-  und  am  Fettgewebe  [Okita,  K.  et  al.  2013].  Dies  führt  zu  pathologischen 
Veränderungen und Leistungsminderungen des Herz-Kreislauf-Systems (HKS). Adaptations- und 
Kompensationsmechanismen treten auf und dienen zunächst der Erhaltung der Funktionstüchtigkeit 
des HKS. Im Laufe der Zeit  aber lässt  ihre Effektivität  ebenfalls  nach oder kehrt  sich um und 
fördert  den  Zustand  der  Insuffizienz  [Hoppe,  U.C.  und  Erdmann,  E.  2011].  Einige  dieser 
Mechanismen, z.B. die Aktivierung des RAAS, konnten inzwischen weitgehend aufgeklärt werden, 
andere stehen im Fokus aktueller Forschungsprojekte. Zu den Letzteren gehört das erst kürzlich in 
der Literatur beschriebene Transmembranprotein FNDC5. Von ihm wird ein Polypeptid – Irisin – 
abgespaltet  und  in  die  Zirkulation  ausgeschüttet.  FNDC5  wird  bevorzugt  in  Myozyten  der 
Skelettmuskulatur synthetisiert und aus diesem Grund auch zu den Myokinen gerechnet [Huh, J.Y. 
et al. 2012]. 
Da zur Problematik der Expression von FNDC5 im Skelettmuskel herzinsuffizienter Patienten noch 
keine  Untersuchungsergebnisse  bekannt  sind,  sollte  es  das  Ziel  dieser  Arbeit  sein,  nach ersten 
Hinweisen auf einen Zusammenhang zwischen der FNDC5/Irisin-Expression und einer vorliegen-
den Herzinsuffizienz zu forschen.
Folgende Ergebnisse konnten in dieser Studie erzielt werden. 
(1) Im  Rahmen  einer  Herzinsuffizienz  verringert  sich  die  Expression  von  FNDC5  in 
Skelettmuskelzellen signifikant.
(2) Inflammatorische  Zytokine  bewirken  eine  signifikante  Expressionsverminderung  von 
FNDC5  in  Skelettmuskelzellen.  Demgegenüber  konnte  nicht  in  allen  Versuchen  zum 
Einfluss von Angiotensin II eine tatsächlich signifikante Abnahme der FNDC5-Expression 
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nachgewiesen werden.
(3) Es zeigte sich eine deutliche Korrelation zwischen der Expression von FNDC5 sowie PGC-
1α im Muskel.  Dabei geht eine verminderte Expression von PGC-1α mit einer geringeren 
FNDC5-Expression einher.
(4) Die Reduktion der FNDC5-Expression infolge des Einflusses inflammatorischer Zytokine 
wird intrazellulär nicht über p38 oder p42/44 MAPK vermittelt. 
5.1.  Einfluss  der  Herzinsuffizienz  auf  die  Expression  von  FNDC5  im 
Skelettmuskel
Alle Versuche dieser Arbeit wurden an Tiermodellen oder an geeigneten Zellkulturen (differenzierte 
C2C12 Myotuben) durchgeführt.  Um in den Versuchstieren eine chronische Herzinsuffizienz zu 
induzieren, wurden sie, wie bereits in Kapitel 3.2. Herzinsuffizienz-Modell ausführlich beschrieben, 
einer LAD-Ligatur zur Auslösung eines Myokardinfarktes unterzogen. 4 Wochen nach dem Eingriff 
wurden  die  Ratten  echokardiografisch  untersucht  um die  Ausbildung  einer  Herzinsuffizienz  zu 
überprüfen. Die dabei erzielten Ergebnisse sind im Abschnitt  4. Resultate in Tabelle 9 dargestellt 
und zeigen charakteristische echokardiografische Befunde für das Vorliegen einer Herzinsuffizienz. 
Dieses Verfahren ist allgemein anerkannt, was durch dessen Anwendung in zahlreichen Studien 
deutlich wird – z.B. [Ogawa, K. et al. 2011; Hong, X. et al. 2013; Bonda, T. A. et al. 2013]. Jedoch 
gibt  es,  wie  bei  den  meisten  Tiermodellen,  gewisse  Einschränkungen  zur  Vergleichbarkeit  des 
Krankheitsbildes mit dem des Menschen. An dieser Stelle sei ein Artikel von Halapas und Kollegen 
genannt,  welcher  verschiedene Tiermodelle  der  Herzinsuffizienz  charakterisiert  und deren  limi-
tierende Faktoren darstellt [Halapas, K. et al. 2008]. Zu dem in dieser Arbeit verwendeten Modell – 
induzierte Herzinsuffizienz infolge von Myokardinfarkt nach LAD-Ligatur bei Ratten – werden u.a. 
folgende Aussagen getroffen. Zwischen Ratten und Menschen gibt es deutliche Unterschiede in der 
Elektrophysiologie des Herzens, der koronaren Blutversorgung sowie kardialer Protein-Isoformen. 
Außerdem laufen Prozesse der Infarktentwicklung in verschiedenen zeitlichen Rahmen ab, denn bei 
Ratten setzen Mechanismen der Heilung sowie der Terminationsprozesse schneller ein [Halapas, K. 
et  al.  2008].  Es  handelt  sich  demnach  um  ein  eingeschränktes  Modell,  welches  aber  infolge 
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zahlreicher  Vorteile,  wie  z.B.  einfache  Durchführung,  kostengünstige  und  wenig  platzintensive 
Haltung der Ratten sowie relativ niedrige Mortalitätsraten, dennoch zu einem der am häufigsten 
angewandten zählt.
Wie auch bei anderen chronischen Erkrankungen ab einem gewissen Stadium andere Organsysteme 
eingeschlossen werden, zeigt die Herzinsuffizienz ebenso ein multisystemisches Erscheinungsbild 
mit deutlicher Veränderung des systemischen Stoffwechsels. Verschiedene Kompensationsmecha-
nismen  (z.B.  Überaktivierung  des  RAAS  sowie  des  Sympathikus,  verstärkte  Immunsystem-
aktivität/systemische  Inflammationsreaktion)  wirken  zunächst  positiv  unterstützend  auf  die 
Herzleistung,  werden jedoch im Sinne des  Circulus  vitiosus  über  kurz  oder  lang zu symptom-
fördernden  Faktoren.  Es  entwickelt  sich  ein  von  katabolisch  wirkenden  Hormonen  geprägter 
Stoffwechel, der u.a. auch das Muskelgewebe deutlich beeinträchtigt [Okita, K. et al. 2013]. Dort 
führt  dies  zu  verminderter  Proteinsynthese  und  gleichzeitig  verstärktem  Proteinabbau.  In 
Verbindung mit weiteren Veränderungen auf zellulärer Ebene (Faserverschiebung hin zu Typ IIb 
mit geringerer Mitochondriendichte, anaerober Energiegewinnung und erhöhtem ATP-Verbrauch) 
werden Muskelatrophie und nachlassende Belastungsfähigkeit herzinsuffizienter Patienten erklärbar 
[zusammengefasst in Piepoli, M.F. 2013]. 
An dieser Stelle sei die Frage nach der Beeinträchtigung der FNDC5-Expression im Skelettmuskel 
im Rahmen einer Herzinsuffizienz gestellt.  
Nach Induktion einer Herzinsuffizienz durch LAD-Ligatur konnte in den Skelettmuskeln der Ratten 
eine  signifikante  Verminderung  der  FNDC5-Expression  nachgewiesen  werden.  Diese  deutliche 
Reduktion wurde auf mRNA-Ebene (mittels PCR) sowie auf Proteinebene (mittels Western Blot) 
gezeigt.  Die geringere  Expression von FNDC5 in Skelettmuskelzellen  ist  gut  in  den katabolen 
Stoffwechselzustand von Herzinsuffizienz-Patienten einzuordnen. Wie bereits  geschildert  ist  das 
Muskelgewebe  vom  Proteinabbau  betroffen [Kung,  T.  et  al.  2011],  wodurch  niedrigere 
Konzentrationen  eines  dieser  Moleküle  keineswegs  verwunderlich  erscheinen.  Boström  und 
Kollegen  beschrieben,  dass  das  nach  Aktivität  vermehrt  exprimierte  FNDC5  in  Myozyten  zu 
erhöhten Konzentrationen zirkulierenden Irisins (Spaltprodukt von FNDC5) führt [Boström, P. et al. 
2012]. Man kann also davon ausgehen, das zwischen FNDC5 und Irisin eine positive Korrelation 
besteht. In einer Studie von Huh und Mitarbeitern wurde nachgewiesen, dass zirkulierendes Irisin 
positiv mit der vorhandenen Muskelmasse assoziiert ist [Huh, J.Y. et al. 2012]. Im Zusammenhang 
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mit  Muskelatrophie/Muskelschwund  im  Rahmen  einer  Herzinsuffizienz  bekräftigt  auch  diese 
Studie  den  dargestellten  Erklärungsansatz  –  weniger  Muskelmasse  führt  zu  geringerer  Irisin-
konzentration und damit im Umkehrschluss auch zu verminderter FNDC5-Expression. 
Geht man gedanklich in der Signalkaskade der Regulation von FNDC5 einen Schritt zurück, stößt 
man  auf  den  Transkriptions-Koaktivator  PGC-1α.  Dieser  wird,  durch  körperliche  Aktivität 
verstärkt,  in  Muskelzellen  exprimiert  [Russell,  A.P.  et  al.  2003].  Sehr  häufig  anzutreffende 
Symptome chronisch Herzinsuffizienter sind Belastungsintoleranz und schnelle Ermüdbarkeit der 
Muskulatur [Okita, K. et al. 2013; Edelmann, F. und Pieske, B. 2013]. In Anbetracht dessen liegt es 
quasi auf der Hand, dass immer stärker abnehmende physische Bewegung unter anderem zu einer 
verminderten PGC-1α-Expression und damit auch zu geringerer FNDC5-Expression führt.
Lecker und Kollegen untersuchten in einer Studie die FNDC5-Expresssion im Skelettmuskel im 
Zusammenhang mit der Belastungsfähigkeit von Herzinsuffizienz-Patienten. Um die körperlichen 
Leistungen  einzuschätzen,  bedienten  sie  sich  zweier  Parameter  –  die  maximale  Sauerstoff-
aufnahme (VO2 max) sowie die Atemeffizienz (VE/Vco2-Slope). Lecker und Mitarbeiter zeigten, 
dass die Expression von FNDC5 als auch von PGC-1α stärker bei Patienten mit höherer maximaler 
Sauerstoffaufnahme (VO2 max > 14 mL O2/kg/min) und besserer Atemeffizienz (VE/Vco2-Slope < 
34) ist  [Lecker,  S.H. et  al.  2012].  Das bedeutet,  dass innerhalb einer  Gruppe herzinsuffizienter 
Patienten diejenigen mit eingeschränkter Belastungsfähigkeit weniger FNDC5 exprimieren. Trotz 
des nicht identischen Versuchsaufbaus dieses Experimentes mit der Studie der vorliegenden Arbeit 
bestätigen sich die Ergebnisse beider gegenseitig. In dieser Arbeit wurden herzinsuffiziente Tiere 
mit gesunden Kontrollen verglichen und dabei eine deutliche Abnahme der FNDC5-Expression in 
den  Skelettmuskeln  der  Tiere  mit  Herzinsuffizienz  nachgewiesen.  Lecker  und  Mitarbeiter 
untersuchten  hingegen  ausschließlich  Patienten  mit  einer  Herzinsuffizienz.  Die  Gruppe  der 
Patienten  mit  besserer  Belastungsfähigkeit  kann  mit  den  gesunden  Probanden  dieser  Arbeit 
verglichen werden und die Patientengruppe mit stark beeinträchtigter Belastungsfähigkeit demnach 
mit den Probanden mit induzierter Herzinsuffizienz. Davon ausgehend liefern beide Studien ein 
vergleichbares Ergebnis.
Neben diesen Erklärungsversuchen,  die  die  verminderte  FNDC5-Expression allesamt mit  Argu-
menten  hinsichtlich  metabolischer  Veränderungen,  Muskelschwund  und  Belastungsintoleranz 
untermauern,  kann  eventuell  noch  ein  weiterer  Gedankenansatz  geäußert  werden.  Auch  dieser 
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bezieht  sich  auf  Veränderungen  im  Stoffwechsel,  betrachtet  jedoch  ebenso  die  Funktion  von 
FNDC5 bzw. seinem Spaltprodukt Irisin. Nach proteolytischer Spaltung von FNDC5 gelangt Irisin 
in  die  Zirkulation  und  bewirkt  im  Fettgewebe  das  sogenannte  "browning"  der  Adipozyten 
[Boström, P. et al. 2012]. Die dadurch vermehrte Expression von UCP-1 führt zur Entkopplung der 
Atmungskette und damit zur Wärmeentwicklung infolge von Fettsäuren-Oxidation [Lo, K. und Sun, 
L.  2013].  Letzteres  wird  demnach  nicht  zur  Energiegewinnung,  sondern  zur  Wärmeproduktion 
verwendet, wodurch Energieressourcen verbraucht werden.
Wie schon mehrfach erwähnt, befinden sich Patienten mit Herzinsuffizienz in einem stark katabolen 
Stoffwechselzustand  (Überaktivierung von z.B.  Lipolyse,  Glykogenolyse)  [Le  Jemtel,  T.H.  und 
Mancini,  D.M.  2011].  Das  hat  einen  hohen  ATP-Verbrauch  zur  Folge,  welcher  von  einer 
gleichzeitig  geringeren  ATP-Produktion  begleitet  wird.  Letzteres  ist  mit  folgenden  zellulären 
Veränderungen  der  Myozyten  im  Laufe  einer  Herzinsuffizienz  zu  begründen.  Die  Faserver-
schiebung von Typ I  zu Typ IIb bringt  eine geringere Dichte an Mitochondrien,  einen anaerob 
geprägten Stoffwechsel und dadurch einen hohen ATP-Verbrauch mit sich [Le Jemtel,  T.H. und 
Mancini,  D.M. 2011].  Außerdem hat  das  in  hohen Konzentrationen zirkulierende Ang II  einen 
Einfluss auf den Energiehaushalt. Es beeinträchtigt die Mitochondrienmorphologie, die Funktion 
der Atmungskettenenzyme und bewirkt des Weiteren eine Verschiebung von der Kohlenhydrat- hin 
zur Fettsäuren-Oxidation im Herzen. Das Letztgenannte führt zu erniedrigter kardialer Effizienz 
[Mori, J. et al. 2013].
Der Körper befindet sich demnach in einem stark energiemobilisierenden Zustand und die Wirkung 
von Irisin auf das Fettgewebe würde zu zusätzlichem Energie- bzw. ATP-Verbrauch führen. Demzu-
folge  könnte  man  vermuten,  dass  die  verminderte  FNDC5-Expression  in  den  Skelettmuskeln 
herzinsuffizienter Patienten einen Schutzmechanismus des Körpers darstellt, um nicht noch weitere 
Energiereserven zu verwenden.
5.2. Einfluss inflammatorischer Zytokine auf die muskuläre FNDC5-Expression
Eine  verstärkte  Aktivität  des  Immunsystems  und  die  damit  einhergehende  systemische 
Entzündungsreaktion sind charakteristisch im Erscheinungsbild der chronischen Herzinsuffizienz 
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und spielen zudem eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie dieser Krankheit  [Piepoli,  M.F. 
2013].  Aus  diesem  Grund  war  es  von  besonderem  Interesse,  der  Frage  nach  der  Wirkung 
inflammatorischer Zytokine auf die FNDC5-Expression im Muskel in dieser Arbeit nachzugehen.
Um den  Zustand  einer  systemischen  Entzündung  in  der  Zellkultur  bestmöglich  nachzuahmen, 
wurde in den durchgeführten Versuchen eine Zytokinkombination verwendet, die sich aus 10 ng/ml 
TNF-α + 50 ng/ml IL-1β + 10 ng/ml IFN-γ zusammensetzt. Die optimale Zusammensetzung dieser 
Kombination wurde bereits in einer früheren Arbeit untersucht [Adams, V. et al. 2002]. Nach der 
Inkubation der kultivierten Myotuben mit der benannten Zytokinkombination konnte eine deutlich 
signifikante  Reduktion  der  FNDC5-Expression  auf  mRNA-  als  auch  auf  Proteinebene  nach-
gewiesen werden.
Neben diesen In-vitro-Versuchen wurde zusätzlich die alleinige Wirkung von TNF-α im In-vivo-
Versuch untersucht. Um den Einfluss des Tumornekrosefaktors innerhalb der Zytokinkombination 
besser  differenzieren  zu  können,  wurde  Mäusen  20  ng/g  Körpergewicht  TNF-α intraperitoneal 
injiziiert.  Dieser  Versuch  zeigte  ebenso  eine  signifikante  Abnahme  der  FNDC5-mRNA in  den 
Muskelzellen  der  Tiere  mit  injiziertem TNF-α  im Vergleich  zur  Kontrollgruppe  (Injektion  von 
NaCl).
In  den  unter  Punkt  5.1.  Einfluss  der  Herzinsuffizienz  auf  die  Expression  von  FNDC5  im  
Skelettmuskel  beschriebenen  Versuchen  konnte  dargelegt  werden,  dass  im  Falle  einer 
Herzinsuffizienz weniger FNDC5 synthetisiert wird. Dass proinflammatorische Zytokine, die bei 
Herzinsuffizienz-Patienten bekanntermaßen in erhöhten Konzentrationen vorliegen [Piepoli, M.F. 
2013],  zur  verminderten  FNDC5-Expression  führen,  passt  sich  demnach  gut  ins  Bild  dieses 
Ergebnisses ein.  Gleichzeitig ist  es nun möglich,  den Interpretationsversuchen für die geringere 
Expression  des  Transmembranproteins  eine  auf  Versuchsresultaten  fundierte  Erklärung 
hinzuzufügen. Herzinsuffiziente Patienten produzieren geringere Mengen an FNDC5 infolge des 
Einflusses inflammatorischer Zytokine – genauer formuliert infolge der Wirkungen von TNF-α, IL-
1β und IFN-γ. Mit den in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Versuchen kann man jedoch nicht 
nachweisen,  dass es einzig und allein diese Zytokine sind,  welche zur  Reduktion der  FNDC5-
Expression bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz führen. Der tatsächliche Anteil an dieser 
Folge  und  mögliche  andere  beeinflussende  Faktoren  müssen  in  weiterführenden  Versuchen 
untersucht werden. 
Die oben formulierte Aussage über die Wirkung inflammatorischer Zytokine steht den Interpreta-
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tionsansätzen des vorhergehenden Kapitels in keinem Punkt entgegen, sondern reiht sich unter-
stützend in die Argumentation ein. Dies wird ersichtlich, wenn man die Effekte dieser Zytokine auf 
den  Skelettmuskel  betrachtet.  Dauerhaft  erhöhte  Konzentrationen  können  zu  eingeschränkter 
Kontraktilität und nachteiligen Veränderungen des Stoffwechsels dieses Gewebes führen [Piepoli, 
M.F.  2013].  IL-1β  stimuliert  beispielsweise  die  Produktion  der  iNOS,  wodurch  die  Myozyten 
verstärkt  oxidativem Stress  ausgesetzt  sind  [Ali,  E.  et  al.  2012].  Zudem  beeinträchtigt  es  die 
Wirkungsweise  der  SERCA  und  bewirkt  dadurch  eine  zusätzliche  Funktionsstörung  der 
Muskelzellen [Okita, K. et al. 2013]. Hohe Konzentrationen an TNF-α führen zu Muskelschwäche 
auf Grund von gefördertem Proteinabbau und eingeschränkter Kontraktionsfähigkeit [Rayavarapu, 
S. et al. 2013; Adams, V. et al. 2008]. Beide Moleküle aktivieren intrazellulär NF-κB und damit 
einen Signalweg, der ferner ebenso zu Muskelabbau führt  [Le Jemtel,  T.H. und Mancini,  D.M. 
2011]. Mit IFN-γ vervollständigt man die Zytokinkombination mit einem Molekül, welches u.a. die 
Produktion von NO und ROS stimuliert und folglich noch mehr oxidativen Stress in den Zellen 
hervorruft [Schroder, K. et al. 2003]. 
An dieser Stelle lässt sich problemlos an die Argumentation in Kapitel 5.1. anschließen, denn all 
diese soeben beschriebenen Vorgänge wirken negativ auf Muskelfunktion sowie Muskelmasse ein, 
welche  in  benanntem Abschnitt  als  entscheidende Faktoren  für  die  geringere  FNDC5-Synthese 
erwähnt wurden. Die zunehmende Dysfunktion der Muskulatur führt zur Belastungsintoleranz und 
infolgedessen zu weniger körperlicher Aktivität. Letztgenanntes reduziert die Expression von PGC-
1α [Russell,  A.P. et  al.  2003],  dem zentralen Regulationsfaktor von FNDC5  [Boström, P. et  al. 
2012]. Auf Grund von überwiegendem Proteinabbau nimmt die Muskelmasse immer mehr ab. Auch 
dies führt, wie bereits erläutert, zu verminderter FNDC5-Expression.
Um  den  Mechanismus  der  intrazellulären  Signalweiterleitung  inflammatorischer  Zytokine  – 
bezogen  auf  die  Synthese  von  FNDC5 –  nachvollziehen  zu  können,  wurden  zusätzlich  einige 
Versuche  durchgeführt.  Inflammatorische  Zytokine  nutzen  verschiedene  intrazelluläre  Signal-
kaskaden um ihre Wirkungen in den entsprechenden Zellen zu übermitteln [Herlaar, E. und Brown, 
Z. 1999] (siehe Abb. 13) – als ein bedeutender sei der Weg über Mitogen-aktivierte Proteinkinasen 
(MAPK) genannt. In zahlreichen Studien wurde bereits beschrieben, dass Entzündungsmediatoren 
p38 MAPK als auch p42/44 MAPK aktivieren und somit einige ihrer Wirkungen vermitteln, z.B. 
[Herlaar, E. und Brown, Z. 1999], [Yang, C.-M. et al. 2002]. So beschrieben beispielsweise Adams 
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und  Kollegen,  dass  die  im  Rahmen  einer  Herzinsuffizienz  verstärkt  exprimierte  iNOS  in 
Skelettmuskelzellen Folge der Aktivierung von p42/44 MAPK und NF-κB durch IL-1β sowie IFN-
γ ist  [Adams, V. et  al.  2002].  Dieses Vorwissen gab Anlass zur Vermutung, dass auch FNDC5 
letztlich  ein  durch  p38  MAPK  und/oder  p42/44  MAPK  reguliertes  Protein  sein  könnte.  Die 
Versuchsergebnisse  der  vorliegenden  Arbeit  widerlegten  diese  Vermutung  jedoch  eindeutig. 
Demnach führt  die  Aktivierung der  MAPK durch Zytokine in  Skelettmuskelzellen  im In-vitro-
Versuch  nicht  zur  verminderten  Expression  des  Transmembranproteins  FNDC5.  Die  Synthese 
dieses Myokins wird demnach über einen anderen Signalweg beeinflusst.  In Abbildung 13 sind 
weitere Signaltranduktionswege dargestellt, die von Zytokinen aktiviert werden, z.B. PI3K/AKT, 
SAPK/JNK,  JAK/Stat3  [Lee,  I.-T.  und Yang,  C.-M.  2013;  Madge,  L.A.  und Pober,  J.S.  2000; 
Kanaji, N. et al. 2013; Coskun, M. et al. 2013]. An dieser Stelle wäre es jedoch nur möglich, vage 
Vermutungen über einen anderen Weg zu äußern. Aus diesem Grund bedarf es in Zukunft einer 
Reihe weiterer Experimente, um den verantwortlichen Mechanismus zu erforschen.
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Abbildung 13: Signaltransduktionswege inflammatorischer Zytokine
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5.3. Regulation der FNDC5-Expression im Skelettmuskel durch Angiotensin II
Ein weiterer Kompensationsmechanismus ist die Aktivierung des RAAS, die sich im Verlauf der 
progressiven Erkrankung hin zur Überaktivierung entwickelt [Hoppe, U.C. und Erdmann, E. 2011]. 
Als  einer  der  wichtigsten  Bestandteile  dieses  Systems  liegt  demzufolge  bei  herzinsuffizienten 
Patienten  Angiotensin  II  in  erhöhten  Konzentrationen  vor.  Um die  Effekte  dieses  Hormons  zu 
minimieren,  werden häufig  Angiotensin-konvertierendes  Enzym blockierende  Wirkstoffe  (ACE-
Hemmer) in der Therapie der Herzinsuffizienz eingesetzt. In einem kürzlich erschienenen Artikel 
von Mori und Mitarbeitern wurden u.a. die verschiedenen Effekte von Ang II zusammenfassend 
dargestellt.  Neben der wohl am meisten bekannten Wirkung des Hormons – die Regulation des 
Blutdrucks durch Vasokonstriktion und Natrium-Absorption – führt Ang II an glatten Muskelzellen 
zu Zellproliferation, Hypertrophie und Vasokonstriktion [Mori, J. et al. 2013; McEwan, P.E. et al. 
1998].  Im  Zusammenhang  mit  der  Herzinsuffizienz  konnte  man  zeigen,  dass  es  kardiale 
Hypertrophie  und  Remodeling  bewirkt  sowie  den  kardialen  Energiehaushalt  beeinträchtigt 
[Kackstein, K. et al. 2013]. Die mitochondriale oxidative Phosphorylierung ist in ihrer Funktion 
gestört und verursacht ein Energiedefizit in den Herzmuskelzellen, welches nur unvollständig durch 
die  daraufhin  gesteigerte  Glykolyse  ausgeglichen  werden  kann.  Zudem führt  der  Einfluss  von 
Ang II zu einer Verschiebung von Kohlenhydrat-Oxidation zur Fettsäuren-Oxidation, wodurch es 
zur Abnahme der kardialen Effizienz kommt [Mori, J. et al. 2013]. Diese bedeutenden Einflüsse 
von gesteigert exprimiertem Ang II im Rahmen einer Herzinsuffizienz waren ausschlaggebend für 
die Untersuchung der Wirkung des Hormons auf die Expression von FNDC5. Diese wurde sowohl 
in vivo als auch in vitro durchgeführt. Die Ergebnisse des Zellkulturversuches und des In-vivo-
Versuches  mit  implantierter  osmotischer  Minipumpe zeigten kein ganz einheitliches  Bild.  Zwar 
konnte  in  beiden  eine  Reduktion  der  FNDC5-Expression  infolge  des  Einflusses  von  Ang  II 
nachgewiesen werden, jedoch handelte es sich nur in vivo um eine signifikante Abnahme. Trotzdem 
ist es möglich, zu formulieren, dass auch Ang II, neben inflammatorischen Zytokinen, eine Wirkung 
auf die FNDC5-Expression im Rahmen einer Herzinsuffizienz hat. 
Indessen  stellt  sich  die  Frage,  wodurch  die  unterschiedlichen  Ergebnisse  beider  Versuche  zu 
erklären sind. Ein wesentlicher Unterschied ist, dass es sich um je einen In-vitro- und einen In-vivo-
Versuch handelt und die letztlich untersuchten Zellen völlig verschiedenen Bedingungen ausgesetzt 
waren.  Zudem wurden  die  Myotuben  der  Zellkultur  "nur"  24  h  mit  10  nM  Ang  II  inkubiert, 
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wohingegen die osmotische Minipumpe über 28 Tage in den Mäusen verweilte und kontinuierlich 
0,25 µl Ang II pro Stunde sezernierte. Die Versuchstiere waren demnach über einen viel längeren 
Zeitraum einer erhöhten Ang II-Konzentration ausgesetzt. Dadurch ergab sich ausreichend Zeit, in 
der sich die Effekte des Hormons auf den gesamten Organismus ausprägen konnten. Fakt ist, dass 
erhöhte Ang II-Level in kausalem Zusammenhang mit verminderter Expression von FNDC5 stehen. 
Fraglich jedoch ist, inwiefern es Ang II selbst und nicht ein durch Ang II induzierter weiterer Faktor 
ist,  der  zur  verminderten  FNDC5-Expression  führt.  Dieses  Hormon  des  RAAS  bewirkt  die 
reduzierte Synthese von IGF-1, verminderten Sauerstofftransport und verstärkt oxidativen Stress. 
Letztlich führen diese Veränderungen zu lokaler Inflammation [Le Jemtel, T.H. und Mancini, D.M. 
2011].  An dieser Stelle kann man einen Bogen zu den inflammatorischen Zytokinen und deren 
Wirkung  auf  die  FNDC5-Expression  spannen.  Unter  dem  Einfluss  einer  Zytokinkombination 
konnten  verminderte  Mengen  an  FNDC5  nachgewiesen  werden.  Welche  Rolle  spielen 
inflammatorische  Zytokine  also  im  Zusammenhang  mit  Ang  II  und  der  geringeren  Menge  an 
FNDC5? 
Im Zellkulturversuch waren die Myotuben dem Einfluss von Ang II für nur 24 h ausgesetzt. Im 
Vergleich zur Verweildauer der Pumpe – 28 Tage – eine sehr kurze Zeit. Da es sich um einen In-
vitro-Versuch handelte, fehlte natürlich jeglicher systemischer Einfluss – untersucht wurde einzig 
der  Effekt  von Ang II  auf  Myotuben.  Jedoch kann die  relativ  kurze und ausschließlich direkte 
Wirkung  eines  Stoffes  auf  die  Zellkultur-Muskelzellen  nicht  für  die  schwache  Wirkung 
verantwortlich gemacht werden, da die Inkubation mit der Zytokinkombination für ebenfalls 24 h 
eine signifikante Reduktion der FNDC5-Expression bewirkte. Diese Resultate lassen mich folgende 
Vermutung formulieren. Möglicherweise ist die durch Ang II gesteigerte Inflammationsreaktion als 
Zwischenschritt  zu  betrachten,  welcher  unverzichtbar  in  der  kausalen  Kette  zwischen  erhöhter 
Ang II-Konzentration und erniedrigter FNDC5-Expression positioniert ist. Dieser Zusammenhang 
würde auch den deutlichen Unterschied der  beiden Versuche erklären.  Unter dem systemischen 
Einfluss  von  Ang  II  über  einen  Zeitraum  von  vier  Wochen  entwickelt  sich  eine 
Entzündungsreaktion. Die daraufhin verstärkt zirkulierenden inflammatorischen Zytokine bewirken 
die  signifikant  reduzierte  Synthese  des  Transmembranproteins  FNDC5.  Ohne  vorhandenen 
Organismus als Medium für die gesamtheitliche Wirkung des Hormons in der Zellkultur, zeigt sich 
demgegenüber nur eine kaum merkliche Abnahme der FNDC5-Expression.
Um diese Annahme zu bekräftigen, sei ein Artikel aus dem Jahr 2008 erwähnt – "Role of the renin-
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angiotensin system in vascular inflammation" [Marchesi, C. et al.  2008]. In diesem beschreiben 
Marchesi und Kollegen den Einfluss und sämtliche Wirkungen von Ang II  bei  Entstehung und 
Fortschreiten  kardiovaskulärer  Erkrankungen  (Gefäßentzündung)  im  Zusammenhang  mit 
Hypertonie.  Den  Aussagen  des  Artikels  zufolge  stimuliert  das Effektormolekül  des  RAAS die 
Synthese verschiedener Prostaglandine (z.B. PGE2, PGI2), verstärkt die ROS-Produktion, aktiviert 
proinflammatorische Transkriptionsfaktoren (z.B.:  NF-κB) und erhöht die Expression inflamma-
torischer Zytokine (z.B.: IL-6, IL-8, MCP-1, TNF-α) [Marchesi, C. et al. 2008]. Diese Effekte von 
Ang II  verdeutlichen dessen  bedeutenden  Einfluss  auf  die  Entstehung  einer  systemischen Ent-
zündungsreaktion und stützen die zuvor formulierte Hypothese.
5.4.  Zusammenhang  zwischen  der  Expression  von  FNDC5  und  PGC-1α  im 
Skelettmuskel
In allen Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde neben der Untersuchung von FNDC5 jeweils die 
Expression von PGC-1α-mRNA im Skelettmuskel mittels PCR bestimmt, um dadurch eine Aussage 
über  die  Korrelation  zwischen FNDC5-und PGC-1α-Expression  treffen  zu  können.  Zusammen-
fassend kann eine statistisch signifikante positive Korrelation der  Synthese beider  Moleküle im 
Skelettmuskel von Mäusen bzw. Ratten formuliert werden. 
Damit spiegelt dieses Ergebnis einen Großteil von Resultaten bereits vorliegender Studien wider. 
Das  Transmembranprotein  FNDC5  wurde  im  Januar  2012  erstmalig  als  PGC-1α-reguliertes 
Molekül  durch  Boström  und  Kollegen  beschrieben.  Zudem  konnte  gezeigt  werden,  dass  die 
muskelspezifische Blockierung von PGC-1α zur verminderten FNDC5-Expression führt [Boström, 
P.  et  al.  2012].  Beide  Ergebnisse  sprechen  für  einen  eindeutigen  Zusammenhang.  Roberts  und 
Mitarbeiter  untersuchten  die  Expression  von  FNDC5  sowie  von  PGC-1α  in  Proben  der 
Trizepsmuskeln von Ratten und wiesen ebenso eine positive Assoziation nach [Roberts, M. D. et al. 
2013].  Neben  diesen  Studien,  welche  auf  Tierversuchen  beruhen,  gelang  es  zwei  weiteren 
Arbeitsgruppen,  eine  positive  Korrelation  beider  Moleküle  im  menschlichen  Skelettmuskel 
nachzuweisen. Zum einen beschrieben Huh und Kollegen 2012 eine signifikante Wechselwirkung 
zwischen PGC-1α und FNDC5 [Huh, J. Y. et al. 2012] und zum anderen wird in dem Artikel  "Irisin 
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Is Expressed and Produced by Human Muscle and Adipose Tissue in Association With Obesity and  
Insulin Resistance“ von Moreno-Navarette und Mitarbeitern die positive Assoziation dieser Mole-
küle im Skelettmuskel des Menschen bestätigt [Moreno-Navarette, J. M. et al. 2013].
Allerdings  sei  auch eine Studie mit  gegenteiligem Ergebnis  genannt.  Fain und Kollegen unter-
suchten die FNDC5-Expression in Schweinen im Zusammenhang mit körperlicher Aktivität. Dabei 
zeigten die Resultate keine Korrelation zwischen PGC-1α und FNDC5 in den Skelettmuskeln der 
Schweine. Eine mögliche Erklärung für dieses aus dem Rahmen fallende Ergebnis – vergleicht man 
es mit den Resultaten der anderen Studien – liefert der Artikel selbst. Die Autoren vermuten, dass 
das mögliche Fehlen von UCP-1 in Schweinen die ausgebliebene Korrelation zwischen PGC-1α 
und FNDC5 erklären könnte [Fain, J. N. et al. 2013].
Da die Anzahl der Arbeiten, die eine signifikante Korrelation beider Moleküle nachweisen, jedoch 
eindeutig überwiegt, kann man festhalten, dass das Ergebnis der vorliegenden Studie den aktuellen 
Stand der Forschung widerspiegelt und einmal mehr bekräftigt.
5.5. Studienlimitation
Abschließend  sei  noch  einmal  besonders  hervorgehoben,  dass  in  der  vorliegenden  Arbeit 
ausschließlich tierexperimentell gewonnene Ergebnisse vorgestellt werden. Die an Ratten künstlich 
induzierte Herzinsuffizienz führt zu krankhaften Veränderungen, die denen menschlicher Patienten 
durchaus ähnlich, aber nicht identisch sind. Eine direkte Übertragung der an Tiermodellen erzielten 
Resultate auf den Menschen ist nur begrenzt möglich. Bezüglich der Aussagekraft der Ergebnisse 
muss  einschränkend angemerkt  werden,  dass alle  Experimente nur einmal durchgeführt  werden 
konnten. Bevor man die Resultate allgemeingültig einstufen kann, sollten sie unbedingt wiederholt 
werden. Das in dieser Arbeit behandelte Thema – das Transmembranprotein FNDC5 – ist erst seit  
relativ kurzer Zeit Gegenstand der Literatur und wurde seit der erstmaligen Beschreibung meist in 
Verbindung  mit  seinem  Spaltprodukt  Irisin  untersucht.  Um  den  komplexen  Wirkmechanismus 
sowie Regulationsprozesse in  der  Gesamtheit  zu verstehen,  wäre es  von Vorteil  gewesen, auch 
Irisin  zu  bestimmen.  Der  zur  Irisinbestimmung  notwendige  ELISA ist  aber  momentan  noch 
umstritten  [Erickson,  H.P.  2013].  In  der  vorhandenen  Literatur  zu  diesem Thema  wurden  die 
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Effekte von Irisin u.a. auf das Fettgewebe dargestellt ("browning"). Diesbezüglich wäre es günstig 
gewesen,  auch  Fettgewebsbiopsien  der  Versuchstiere  zu  entnehmen,  um  die  Ausprägung  des 
"browning" (z.B. durch Anstieg der Expression von UCP-1) im Rahmen einer Herzinsuffizienz 
untersuchen zu können.
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Die Herzinsuffizienz ist ein weit verbreitetes, vor allem bei älteren Patienten auftretendes Syndrom 
(Inzidenzgipfel zwischen 70. und 80. Lebensjahr), das sich in 60 % - 70 % der Fälle infolge einer 
koronaren Herzerkrankung (z.B. Myokardinfarkt, chronische Ischämie) herausbildet. 
Wie bei den meisten chronischen Erkrankungen handelt es sich auch bei der Herzinsuffizienz um 
ein sehr komplexes und progressiv verlaufendes Krankheitsbild. Infolge der zugrunde liegenden 
myokardialen Gewebsschädigung werden Gegenregulationsmechanismen aktiviert, um die dadurch 
eingeschränkte  Funktion  zu  kompensieren.  Neben  den  strukturellen  Veränderungen  in  den 
Myozyten kommt es unter anderem zur Überaktivierung des sympathischen Nervensystems sowie 
des RAAS und damit zur erhöhten Konzentration von Ang II im Blut. Außerdem werden verstärkt 
Vasopressin,  natriuretische  Peptide,  Endothelin  und  inflammatorische  Zytokine  produziert  und 
freigesetzt. Diese Mechanismen führen zunächst zur Verbesserung, über einen längeren Zeitraum 
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hinweg  jedoch  zur  Verschärfung  der  Symptomatik.  Dies  geschieht  durch  Interaktion  der 
verschiedenen  Kompensationsmechanismen,  welche  sich  gegenseitig  aktivieren  und  letztlich  in 
einem  circulus  vitiosus  münden.  So  kommt  es  im  Rahmen  einer  Herzinsuffizienz  neben  der 
zunehmend nachlassenden Pumpleistung des Herzens zu pathologischen Veränderungen in weiteren 
Organen bzw. Geweben. Beispielhaft seien an dieser Stelle Muskel- als auch Fettgewebe genannt, 
die für die vorliegende Arbeit von besonderem Interesse waren. 
Im Januar 2012 erschien ein Artikel, in dem das Transmembranprotein FNDC5 (fibronectin type II 
domain  containing  5)  erstmals  in  der  Literatur  beschrieben  wurde.  Boström  und  Kollegen 
bezeichnen  FNDC5  darin  als  PGC-1α (Peroxisome  proliferator-activated  receptor  gamma 
coactivator 1α) reguliertes Myokin, das in aktivem Muskelgewebe exprimiert wird und durch sein 
Spaltprodukt Irisin auf das Fettgewebe wirkt.
Dieses Protein vermittelt demnach zwischen Muskel- und Fettgewebe – zwei, im Rahmen einer 
chronischen  Herzinsuffizienz,  betroffenen  Gewebetypen.  Der  Gedanke  eines  möglichen 
Zusammenhanges zwischen einer Herzinsuffizienz und dem Molekül FNDC5 liegt nahe. Da bisher 
keine Daten zur FNDC5-Expression im Skelettmuskel herzinsuffizienter Patienten verglichen mit 
gesunden  Kontrollen  vorlagen,  sollte  es  Gegenstand  der  vorliegenden  Arbeit  sein,  folgenden 
Fragestellungen nachzugehen:
1) Hat die Ausbildung einer Herzinsuffizienz einen Einfluss auf die FNDC5-Expression im 
Skelettmuskel?
2) Welchen  Einfluss  haben  Angiotensin  II  und/oder  inflammatorische  Zytokine  auf  die 
muskuläre Expression von FNDC5?
3) Gibt  es  einen  Zusammenhang  zwischen  der  Expression  von  PGC-1α und  der  FNDC5-
Expression im Muskel?
4) Über welche intrazelluläre Signalkaskade wird die Expression von FNDC5 reguliert?
Um diese  Fragen  beantworten  zu  können,  wurden  sowohl  In-vivo-Versuche  als  auch  In-vitro-
Versuche durchgeführt. Bei den In-vivo-Versuchen handelte es sich um Tiermodelle an Ratten und 
Mäusen.  Zur  Durchführung  der  In-vitro-Versuche  wurden  C2C12-Zellen  kultiviert  und  zu 
Myotuben differenziert.
Um  in  den  Versuchstieren  eine  chronische  Herzinsuffizienz  zu  induzieren  und  die  FNDC5-
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Expression in diesem Rahmen zu untersuchen, wurden sie einer LAD-Ligatur zur Auslösung eines 
Myokardinfarktes  unterzogen.  Vier  Wochen  nach  dem  Eingriff  wurden  die  Ratten 
echokardiografisch untersucht um die Ausbildung einer Herzinsuffizienz zu überprüfen.
Da  bei  herzinsuffizienten  Patienten  nachweislich  erhöhte  Konzentrationen  von  Ang  II  und 
inflammatorischen  Zytokinen  vorliegen,  sollte  untersucht  werden,  inwiefern  es  diese  Moleküle 
sind, die zu einer Veränderung der FNDC5-Expression bei Herzinsuffizienz führen. Dazu wurden 
einer Gruppe von Mäusen einmalig TNF-α (20 ng/g Körpergewicht) injiziert, währenddessen die 
Kontrollgruppe eine NaCl-Injektion erhielt. Einer weiteren Kohorte von Versuchstieren wurde eine 
osmotische Minipumpe implantiert,  die über 28 Tage hinweg kontinuierlich 0.25 µl pro Stunde 
Ang II bzw. NaCl (Kontrollgruppe) sezernierte.
Außerdem inkubierte man C2C12-Myotuben mit Ang II (10 µM), TNF-α (10 ng/ml) oder einer 
Zytokinkombination (TNF-α 10 ng/ml + IL-1β  50 ng/ml + IFN-γ 10 ng/ml).
Um zu untersuchen, welche Signalkaskade intrazellulär an der Regulation der FNDC5-Expression 
in  Skelettmuskelzellen  beteiligt  ist,  wurden  C2C12-Myotuben  mit  entsprechenden  Inhibitoren 
präinkubiert, bevor man die Zytokinkombination (TNF-α, IL-1β, IFN-γ) zugab. Den Referenzwert 
zur Auswertung der Resultate lieferte dabei ein Teil Myotuben, welcher mit 10 ng/ml TNF-α + 50 
ng/ml IL-1β + 10 ng/ml IFN-γ inkubiert wurde.
Die Quadrizeps-Muskeln der  Versuchstiere wurden präpariert,  entnommen und bis zur weiteren 
Verwendung  in  flüssigem  Stickstoff  schockgefroren.  Bevor  die  Proben  der  Zellkultur  den 
Versuchen zugeführt  werden konnten,  wurde zunächst  das,  die  Myotuben umgebende,  Medium 
abgesaugt und danach, abhängig von der nachfolgenden Bestimmung, eine zelllysierende Lösung 
zugegeben.
Schließlich wurden die mRNA-Expression von FNDC5 und PGC-1α (mittels  RT-PCR) und die 
Proteinexpression  von  FNDC5  (mittels  Western  Blot)  der  vorhandenen  Muskelbiopsien  und 
Zellkulturproben bestimmt. Diese Versuche lieferten folgende Ergebnisse:
1) Im Rahmen einer Herzinsuffizienz oder unter Herzinsuffizienzbedingungen verringert sich 
die Expression von FNDC5 in Skelettmuskelzellen signifikant.
2) Inflammatorische  Zytokine  bewirken  eine  signifikante  Expressionsverminderung  von 
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FNDC5 im Skelettmuskel und in Myotuben. So führte die einmalige TNF-α-Injektion im In-
vivo-Versuch  als  auch  die  Inkubation  der  C2C12-Myotuben  mit  TNF-α und  der 
Zytokinkombination (TNF-α, IL-1β, IFN-γ) zu deutlich verringerter FNDC5-Expression.
Demgegenüber  konnte  nicht  in  allen  Versuchen  zum  Einfluss  von  Angiotensin  II  eine 
tatsächlich  signifikante  Abnahme  der  FNDC5-Expression  nachgewiesen  werden.  Die 
Inkubation  der  Zellkultur-Myotuben mit  Ang II  führte  zu  einer  kaum merklichen,  nicht 
signifikanten  Reduktion  der  FNDC5-Expression,  wohingegen  nach  Implantation  der 
osmotischen  Minipumpe  eine  merkliche  Abnahme  der  Expression  von  FNDC5 sichtbar 
wurde.
3) Es zeigte sich eine deutliche Korrelation zwischen der Expression von FNDC5 sowie PGC-
1α im Muskel.  Dabei geht eine verminderte Expression von PGC-1α mit einer geringeren 
FNDC5-Expression einher.
4) Die Reduktion der FNDC5-Expression infolge des Einflusses inflammatorischer Zytokine 
wird intrazellulär nicht über p38 oder p42/44 MAPK vermittelt. 
Es wird deutlich, dass die chronische Herzinsuffizienz einen deutlichen Einfluss auf die Expression 
des Transmembranproteins FNDC5 in Skelettmuskelzellen hat. Wie bereits oben erwähnt, werden 
inflammatorische Zytokine als auch Ang II im Rahmen dieser Erkrankung verstärkt produziert und 
freigesetzt. Den Versuchsergebnissen der vorliegenden Arbeit zufolge, führt die Herzinsuffizienz 
zur Reduktion der FNDC5-Expression. Da inflammatorische Zytokine und Ang II (zum Großteil) 
ebenso eine verringerte Expression von FNDC5 bewirken, kann an dieser Stelle formuliert werden, 
dass  diese  Moleküle  u.a.  verantwortlich  für  die  Expressionsveränderungen  bei  einer 
Herzinsuffizienz  sind.  Dies  schließt  natürlich  nicht  aus,  dass  es  weitere  Moleküle  geben kann, 
welche zusätzlich an der Expressionsreduktion von FNDC5 im Rahmen dieser Krankheit beteiligt 
sind.  Zur  Untersuchung  dieser  und  zur  Erforschung  der  zugehörigen  intrazellulären  Signal-
transduktionswege sollten weiterführende Experimente durchgeführt werden.
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